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1 Einleitung 
1.1 Grundlagen und bisherige Forschung 
 
1.1.1 Stammzellen 
 
In den letzten Jahren wuchsen zunehmend das Interesse und die Forschung an adulten 
humanen Stammzellen. Es handelt sich um undifferenzierte, multipotente Vorläuferzellen, die 
sich unter entsprechenden Bedingungen zu unterschiedlic n ausgereiften Geweben 
differenzieren können. Als bisher bekannte Einflussfaktoren auf die Richtung der 
Differenzierung wurden Zytokine, Wachstumsfaktoren, Zelldichte, grundlegende Nährstoffe, 
räumliche Organisation, sowie mechanische Kräfte identifiziert (Pittenger et al. 1999). 
Physiologische Aufgaben der Stammzellen scheinen im Bereich der Regeneration nach 
Trauma, Krankheit sowie im Alterungsprozess zu liegen. Hämatopoetische Stammzellen im 
Knochenmark sind Ursprung der Blutzellneubildung (Pittenger et al. 1999). Im Gegensatz zu 
embryonalen Stammzellen haben adulte Stammzellen ein stärker eingeschränktes 
Differenzierungspotential, sind jedoch ethisch unproblematischer (Koç et al. 2001), sowie 
sicherer zu transplantieren mit geringerer Gefahr der malignen Entartung (Serakinci et al. 
2004, Körbling et al. 2003). Neben dem Knochenmark konnten adulte Stammzellen bereits in 
über 20 Organen nachgewiesen werden (Tabelle 1). Unter bestimmten Bedingungen erscheint 
es jedoch möglich, dass Stammzellen von ihrer primären Differenzierungsrichtung abweichen 
(so genannte Stammzellplastizität) (Körbling et al. 2003). 
 
Tabelle 1: Adulte humane Stammzellen und ihre primäre Richtung der Differenzierung 
(Körbling et al. 2003) 
Zelltyp Gewebespezifische 
Lokalisation 
Differenzierte Zellen bzw. 
Gewebe 
Hämatopoetische 
Stammzellen 
Knochenmark, peripheres 
Blut 
lymphohämatopoetische 
Blutzellen, Endothel und 
Osteoklasten 
Mesenchymale Stammzellen Knochenmark, peripheres 
Blut, mesenchymales 
Gewebe 
Knochen, Knorpel, Sehnen, 
Fettgewebe, Muskel, 
Knochenmarksstroma, 
neurale Zellen 
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Neurale Stammzellen Ependymzellen, Astrozyten 
(subventrikuläre Zone) des 
ZNS 
Neurone, Astrozyten,  
Oligodendrozyten 
Hepatische Stammzellen In oder in der Nähe der 
terminalen Gallenkanälchen 
Ovale Zellen, die 
anschließend Hepatozyten 
und duktale Zellen bilden 
Pankreatische Stammzellen Nestin-positive Zellen, ovale 
Zellen, duktale Zellen 
Beta-Zellen 
Skellettmuskel-Stammzellen 
oder Satellitenzellen 
Muskelfasern Skelettmuskelfasern 
Stammzellen der Haut 
(Keratinozyten) 
Basale Schicht der 
Epidermis, Haarzwiebel 
Epidermis, Haarfollikel 
Epitheliale Stammzellen der 
Lunge 
Tracheale Basalzellen und 
schleimsezernierende Zellen, 
bronchioläre Clara-Zellen, 
alveoläre Typ-2-
Pneumozyten 
Schleimzellen, Zilien 
tragende Zellen, 
Pneumozyten Typ 1 und 2 
Stammzellen des intestinalen 
Epithels 
Epitheliale Zellen an der 
Basis jeder Krypte 
Paneth´sche Körnerzellen, 
Bürstensaum-Enterozyten, 
schleimproduzierende 
Becherzellen, 
enteroendokrine Zellen der 
Mikrovilli 
 
 
1.1.2 Humane mesenchymale Stammzellen 
 
Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) stellen die multipotenten Vorläuferzellen 
differenzierter, mesenchymaler Gewebe, wie Knorpel, Knochen, Sehnen, Fett, Bindegewebe 
und Muskel dar (Yoo et al. 2000). Erstmals berichtete Friedenstein 1976 über „clonogenic 
stromal cells“, die aus dem Knochenmark isoliert werden konnten (Koç et al. 2001).  Sie 
können aus verschiedenen Geweben, wie Knochenmark, Muskel oder Fett isoliert und in vitro 
manipuliert sowie expandiert werden (Gafni et al. 2004). Man geht davon aus, dass 
mesenchymale Gewebedefekte zunächst durch lokale Stmmzellen ersetzt werden, ist dieser 
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Pool aufgebraucht, kommt es zu einer Ausschüttung vo  Zytokinen, die die mesenchymale 
Stammzellfreisetzung aus dem Knochenmark ins periphe Blut, sowie ihren Transport zu 
dem entsprechenden Organ steuern (Körbling et al. 2003). Unstimuliert erscheinen hMSC als 
fusiforme Fibroblasten (Koç et al. 2001). Neben hämatopoetischen Stammzellen, die bereits 
bei der Knochenmarktransplantation nach Myeloablation verwendet werden, wurde in den 
letzten Jahren auch verstärkt das therapeutische Potential humaner mesenchymaler 
Stammzellen untersucht.  
So erhöhen gleichzeitige hMSC-Infusionen die Engraftment-Raten bei allogener 
Knochenmarkstransplantation (Koç et al. 2001). Sie hemmen das Auftreten einer Graft versus 
Host Disease (GvHD), einer Zerstörung des Empfängergewebes durch immunkompetente 
Zellen des Spenders (Le Blanc et al. 2004), durch eine Suppression der Funktion von B- und 
T-Lymphozyten, sowie dendritischen Zellen. Durch diese antiimmunogene Wirkung  sind 
hMSC auch eine mögliche Therapieoption für Patienten mit Autoimmunerkrankungen 
(Concione et al. 2005). 
Bei Patienten mit angeborenen metabolischen Erkrankungen kann die Progression reduziert 
werden, da hMSC eine Anzahl lysosomaler Enzyme besitzen, die das Potential haben, 
Speicherkrankheiten zu korrigieren (Koç et al. 2001).  
In weiteren Studien wurde das Potential von hMSC zur Therapie der Osteogenesis imperfekta 
untersucht. Osteogenesis imperfekta ist ein angeborener Gendefekt, mit über 100 bekannten 
Mutationen der proα1/2 Ketten, einem Bestandteil von Kollagen Typ 1. Klinisch manifestiert 
sich die Erkrankung in einer abnormen Brüchigkeit dr Knochen, blauen Skleren sowie 
kutanen und extrakutanen Hämorrhagien. Durch Transpl tation von hMSC im in vivo 
Modell (Maus) konnte eine geringere Frakturinzidenz, erhöhte Knochenmineralisation sowie 
verstärktes Größenwachstum erzielt werden (Niyibizi et al. 2004).  
Des Weiteren stellen hMSC eine neue therapeutische Option für Patienten mit 
Myokardischämie dar. Im Tierversuch wurde durch Implantation von hMSC in infarziertes 
Myokard, Myokardgewebe regeneriert und die Neovaskul risation verstärkt (Leri et al. 2005, 
Wang et al. 2005). In einer weiteren Studie gelang es einen in vitro experimentell erzeugten 
Leitungsblock zwischen zwei Myokardbündeln mit implantierten hMSC zu überbrücken. Die 
zuvor asynchron kontrahierenden Bündel konnten resynchronisiert werden. Bisher wurde 
dabei kein proarrythmogener Effekt nachgewiesen (Beeres et al. 2005).  
Mehrfach wurde in Studien die Verwendung von hMSC in der Therapie größerer Hautdefekte 
untersucht. Durch intravenöse Infusionen von hMSC, teilweise in Kombination mit bFGF 
(basic fibroblast growth factor), konnte durch eine Differenzierung der hMSC zu 
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Epithelzellen eine erhöhte Heilungsrate erzielt werden (Nakagawa et al. 2005, Mansilla et al. 
2005). 
Da im Blut zirkulierende hMSC von Stress ausgesetzten, bzw. verletzten soliden Organen 
rekrutiert werden können, stellen sie ein potentielles Trägervehikel für therapeutische 
Substanzen, wie zum Beispiel Interferon β, in der Gliom Therapie dar. Durch Injektion von 
derart manipulierten hMSC in die Arteria Carotis sowie lokal ins ZNS konnte die 
Überlebensrate von Mäusen mit einem Gliomtransplantat signifikant erhöht werden 
(Nakamizo et al. 2005). 
Auch die Therapie von Schlaganfällen, Schädelhirntraumata und spinalen 
Rückenmarksverletzungen mit hMSC erscheint möglich, da intravenöse Injektionen von 
hMSC nach derartigen ZNS-Schädigungen das neurologische Outcome verbessern, 
vermutlich durch eine Stimulation der Neurogenese, der Synaptogenese sowie der Ausbildung 
von gap junctions zwischen Astrozyten (Gao et al. 2005, Mahmood et al. 2005, Mansilla et al. 
2005). 
Da hMSC sehr gut ex vivo manipuliert werden können, stellen sie in Zukunft einen 
potentiellen Träger für Gentherapien dar.  
Auch in der Antiaging-Forschung könnten hMSC zukünftig möglicherweise eine Rolle 
spielen. 
1.1.3 hMSC und Tissue Engineering in der Therapie v on 
Knochendefekten 
 
Tissue Engineering ist per definitionem die Verwendu g von Zellen, beeinflusst durch 
Zytokine bzw. gentechnische Maßnahmen, kombiniert mit biogenen bzw. synthetischen 
Materialien, zur Herstellung von biologischen Ersatz toffen zum funktionellen 
Gewebsersatz (Vacanti et al. 1998). Im Rahmen des Tissue Engineering wird derzeit in 
zahlreichen Studien das therapeutische Potential der hMSC zur Überbrückung von Knochen-, 
Knorpel- oder Sehnendefekten untersucht. Da diese Gwebe, insbesondere Knorpel und 
Sehnen ein äußerst geringes eigenes Regenerationspote tial besitzen (Gafni et al. 2004), 
stellen größere traumatisch, degenerativ oder tumorös entstandene Defekte weiterhin ein 
therapeutisches Problem dar. Dem derzeitigen klinischen Standard, der autogenen bzw. 
allogenen Transplantation, sind Grenzen gesetzt durch die beschränkte Verfügbarkeit, 
immunologische Abstoßungsreaktionen sowie die Gefahr der Infektionsübertragung (Schieker 
et al. 2004). Ebenso sind Schmerzen oder Nervenläsio en an der Entnahmestelle möglich 
(Ahlmann et al. 2002, Banwart et al. 1995, Goulet et al. 1997, Summers et al. 1989). 
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Alternativ wurde in einigen Studien der Einsatz oste induktiver Wachstumsfaktoren teilweise 
auch in Kombination mit Metallimplantaten zur Therapie größerer Knochendefekte 
untersucht. Es konnte jedoch kaum signifikant besser  Knochenheilung als mit autologen 
Transplantaten erreicht werden, zudem ergab sich durch den Bedarf unphysiologisch hoher 
Dosen der Wachstumsfaktoren eine systemische Exposition mit nicht absehbaren Folgen, 
sowie ein hoher finanzieller Aufwand (Gamradt et al. 2004).  
In den physiologischen Reparaturvorgängen, die durch beide Therapieoptionen unterstützt 
werden, spielen hMSC eine wichtige Rolle. Bei der autologen Knochentransplantation werden 
hMSC im Knochenmark des Transplantats sowie des Defekts durch lokale Faktoren an der 
Fraktur stimuliert, zur osteogenen Differenzierung d damit zur Defektheilung angeregt. Die 
Injektion osteoinduktiver Wachstumsfaktoren zielt auf die rasche Vermehrung und osteogene 
Differenzierung am Defekt vorhandener hMSC ab (Yoo et al. 2000).  Die Therapie größerer 
Defekte mit injizierten hMSC, bzw. mit hMSC besiedelten Materialien, wie autologer oder 
heterologer Knochen, demineralisierte Knochenmatrix sowie osteoinduktiven Keramiken, 
stellt daher eine mögliche Alternative dar, um eine größere Anzahl hMSC an der Fraktur zu 
versammeln und dadurch eventuell bessere Heilung zu erzielen (Yoo et al. 2000). Die 
Sammlung der hMSC durch Punktion des Beckenkammes und Aspiration des Knochenmarks 
stellt dabei eine atraumatischere und risikoärmere Methode zur Materialgewinnung dar, im 
Vergleich zum autologen Transplantat (Gamradt et al. 2004). hMSC können durch zwei 
Mechanismen zur Defektheilung beitragen. Sie besitzn selbst ein großes 
Regenerationspotential und können unter entsprechenden Bedingungen osteogen bzw. 
chondrogen differenzieren. Zum anderen können hMSC umliegende Zellen stimulieren und 
somit zur Regeneration und Vermehrung anregen (Gafni et al. 2004). Ein weiterer Vorteil 
gegenüber bereits differenzierten Zellen besteht darin, dass hMSC sich selbst orientieren, 
Defekte lokalisieren und auf lokale Faktoren reagieren können (Gafni et al. 2004). In frühen 
Studien wurden zunächst alle im Knochenmarksaspirat enthaltenen Zellen perkutan an 
knöcherne Frakturen injiziert (Connolly et al. 1995), beziehungsweise  synthetische 
Leitschienen mit den aspirierten Zellen besiedelt und in knöcherne Defekte implantiert 
(Ohgushi et al. 1989). Durch beide Methoden wurde ein gute Defektheilung erzielt, da im 
Aspirat hMSC enthalten waren, jedoch wurde diese Art de  Stammzelltherapie limitiert durch 
den geringen Anteil der hMSC an allen Knochenmarkszellen, da nur ca. 50 hMSC in einer 
Million Knochenmarkszellen enthalten sind. Des Weiteren konnten maximal zwei Milliliter 
Aspirat gewonnen werden, da sonst eine Verdünnung mit peripherem Blut stattfand (Gamradt 
et al. 2004). So wurden im weiteren Verlauf Methoden entwickelt, hMSC aus einem 
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Knochenmarksaspirat zu isolieren, i  vitro zu vermehren und erst anschließend zu 
transplantieren. Auf diese Weise wurde zum Beispiel in inen Defekt der langen 
Röhrenknochen von Schafen ein mit hMSC besiedelter Keramikzylinder implantiert. Dadurch 
wurde signifikant bessere Knochenheilung erzielt als mit Implantation unbesiedelter 
Keramikzylinder (Kon et al, 2000). Auch an menschlien Defekten von Humerus, Ulna oder 
Tibia konnte mit hMSC besiedelten Leitschienen stabile und schnelle Reparaturen erzielt 
werden (Derubeis et al. 2004). Das Potential der hMSC zur Defektheilung kann durch 
genetische Manipulation noch zusätzlich gesteigert w den. hMSC wurden derart manipuliert, 
dass sie Fähigkeit zur Produktion von BMP-2, einem osteogenen Wachstumsfaktor, erhielten. 
Dadurch wurde eine wesentlich bessere Defektheilung erzielt, als mit im Vergleich 
verwendeten CHO-Zellen (chinese hamster ovary), obwohl diese selbst mehr BMP-2 
produzieren als die manipulierten hMSC. Vor allem an den Defekträndern wurde im Versuch 
mit den BMP-2 produzierenden hMSC kontinuierlicher Knochen gebildet, während im 
Ansatz der CHO-Zellen kein Kontakt stattfand. Viel v rsprechend erscheinen auch hMSC, die 
eine Kombination von BMP-2 und VEGF, einem Angiogenesefaktor, produzieren (Gafni et 
al. 2004). Um die BMP-2 Produktion genetisch manipulierter hMSC besser zu kontrollieren, 
wurde dem entsprechenden Gen ein Tetracyclin-Promotor (tet-off-system) vorangestellt. So 
konnte durch Zugabe von Tetracyclin die BMP-2 RNA-Synthese und damit die BMP-2-
Produktion gestoppt werden, wurde das Antibiotikum weggelassen, kam es zur BMP-2 
Sekretion und damit zur osteogenen Differenzierung. Mit derart veränderten hMSC wurden 
Kollagen-Leitschienen besiedelt und einerseits ektop in die abdominelle Muskulatur von 
C3H/HeN-Mäusen transplantiert, wobei nur bei Abwesenheit des Tetracyclins 
Knochenformationen gebildet wurden. Andererseits wurden die besiedelten Leitschienen in 
experimentell erzeugte Radiusfrakturen der Mäuse transplantiert. Auch hier kam es nur in 
Abwesenheit des Antibiotikums innerhalb von zwei Monaten zur kompletten 
Defektüberbrückung durch Knochentrabekel und Knochenmark, bei Anwesenheit von 
Tetracyclin wurde kein kalzifiziertes Knochengewebe gebildet. Die mit hMSC besiedelten 
Leitschienen führten dabei zu deutlich besserer Knochenheilung als alleinige BMP-2 
Injektionen in die Fraktur (Ioannis et al. 2001).  
In vielen der therapeutischen Anwendungsoptionen ergab sich das Problem, den Verbleib der 
injizierten bzw. transplantierten hMSC nachzuweisen, den Zeitraum ihres Überlebens zu 
bestimmen, sowie eine eventuelle unerwünschte Migration in andere Organe auszuschließen. 
Eine Möglichkeit hierfür bietet die genetische Markie ung der hMSC. 
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1.1.4 Genetische Markierung von Zellen 
 
Der ideale Zellmarker sollte mehrere Vorraussetzungen erfüllen: er sollte in unmarkierten 
Zellen nicht vorhanden sein, durch die Zellteilung nicht verdünnt werden, einfach zu 
detektieren sein, sowie keinen Einfluss auf die physiologischen Zellaktivitäten haben (Xia et 
al. 2005). Das green fluorescent protein (GFP), ursprünglich aus der Qualle Aequoria Victoria 
gewonnen, sowie seine rekombinanten Varianten (eGFP) erfüllen die meisten dieser Kriterien 
(Xia et al. 2005). GFP ist ein in humanen Zellen nicht vorhandenes Protein, das unter UV-
Licht sowie durch Fluoreszenzmikroskopie leicht wahrzunehmen ist (Xia et al. 2005). Mit 
diesem Protein wurden in der vorliegenden Arbeit die hMSC genetisch markiert. 
Zur genetischen Markierung von humanen Zellen stehen unterschiedlichste virale und nicht 
virale Methoden zur Verfügung. Lipo-, Polyfection, Mikroinjektion, gene-gun oder 
Elektroporation zählen zu den nicht viralen Transfektionsmethoden. Gemeinsamer Nachteil 
dieser Techniken ist eine geringe Effizienz (Gamradt et al. 2004, Aluigi et al. 2005, Naldini et 
al. 1996) sowie eine nur transiente Expression des üb rtragenen Gens (Naldini et al. 1996), da 
es bei diesen Methoden nur selten zur Integration ins Genom kommt, weshalb sie zur 
generellen Markierung der hMSC nicht optimal  erscheinen.  Ihr Vorteil gegenüber den 
meisten viralen Vektoren ist jedoch die geringe Immunogenität.  
Zur viralen genetischen Markierung stehen Adenoviren, Adenoassoziierte Viren, Herpesviren 
Onkoretroviren und Lentiviren zur Verfügung. Vor allem Adenoviren, ein häufiger Erreger 
von Infekten der oberen Atemwege (Wilson et al. 2004), wird in seiner Anwendung durch die 
Auslösung einer Immunantwort limitiert (Gamradt et al. 2004, Kim et al. 2004, Naldini et al. 
1996, Wilson et al. 2004). Durch eine Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten werden 
infizierte Zellen rasch zerstört, wodurch eine stabile, längerfristige Expression verhindert wird 
(Wilson et al. 2004). Des Weiteren werden ebenso B-Lymphozyten zur Antikörperbildung 
stimuliert, somit wird eine wiederholte Infektion desselben Organismus erschwert (Wilson et 
al. 2004).  
Ebenfalls häufig als Vektor verwendet werden Adenoass ziierte Viren (AAV), die auf der 
Familie des primaten Parvovirus basieren (Wilson et al. 2004). Primär wurden sie als 
Kontamination adenoviraler Laborvorräte isoliert und i  sechs verschiedene Typen eingeteilt, 
die Unterschiede in der Transduktionseffizienz verschiedener Gewebe zeigen. So zeigt Typ 5 
eine besonders hohe Effizienz an respiratorischen Epithelzellen sowie an Zellen des ZNS, 
während Typ1 Muskelzellen besser transduziert (Auricchio et al. 2001). Obwohl der größte 
Teil der menschlichen Population schon Kontakt mit Adenoassoziiertem Virus hatte, sind die 
exakte Natur sowie das klinische Korrelat dieser Infektion noch unbekannt (Wilson et al. 
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2004). In Abwesenheit eines Helfervirus, wie zum Beispi l Adenovirus, kann AAV nicht-
teilende Zellen infizieren und sich in das Genom integrieren (latente Phase), während in 
Anwesenheit des Helfervirus das AAV-Genom vermehrt wird (Vermehrungsphase) (Sandoval 
et al. 2005, Wilson et al. 2004). Da Adenoassoziierte Viren zytotoxische T-Lymphozyten 
nicht aktivieren, kommt es zu keiner immunologischen Inflammation und infizierte Zellen 
werden nicht zerstört, über eine Stimulation der B-Lymphozyten wird jedoch ebenso wie bei 
Adenoviren eine wiederholte Infektion erschwert (Wilson et al. 2004). 
Eine wenig immunogene Variante zu Adenoviren oder Adenoassoziierten Viren stellen 
Retroviren dar. Es handelt sich um eine Virusfamilie mit einzelsträngiger RNA, die über das 
Enzym Reverse Transkriptase in eine doppelsträngige DNA-Zwischenstufe transkribiert und 
als Provirus in das Genom der Wirtszelle eingebaut wird (Pschyrembel, 1998). Durch die 
Integration ins Genom kommt es zu einer stabilen, la gfristigen Expression (Lu et al. 2005) 
ohne immunologische Zerstörung der infizierten Zellen. Ein Vertreter dieser Gruppe ist der 
Moloney Murine Leukemia Virus. Dieser hat jedoch den Nachteil, nur Zellen zu infizieren, 
die sich sehr kurz nach der Infektion teilen (Reiser et al. 1996, Naldini et al. 1996, Wilson et 
al. 2004) und erscheint damit für die Stammzellmarkierung nicht ideal. Lentiviren dagegen, 
ebenfalls zu den Retroviren gehörend, können sowohl teilende als auch nicht teilende Zellen 
infizieren (Kim et al. 2004, Auricchio et al. 2001,  Mitsuhashi et al. 2005, Kurre et al. 2005, 
Strappe et al. 2005, Kuate et al. 2004, Kim et al. 2005, Lu et al. 2005, Naldini et al. 1996, 
Wilson et al. 2004). Die meisten für den Gentransfer eingesetzten Lentiviren basieren auf 
Sequenzen des Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1) (Auricchio et al. 2001, Strappe et 
al. 2005, Lu et al. 2005, Wilson et al. 2004). In mehreren Studien wurde gezeigt, dass 
Lentiviren humane Stammzellen effizient transduzieren und keine Auswirkung auf das 
Differenzierungspotential oder die Proliferation haben (Xia et al. 2005, Kim et al. 2005, Kurre 
et al. 2005, Mitsuhashi et al. 2005). Die effiziente Infektion auch nicht teilender Zellen, die 
Integration ins Genom der infizierten Zellen und die amit verbundene lang anhaltende, 
stabile Expression (Wilson et al. 2004, Lu et al. 2005, Kim et al. 2005, Mitsuhashi et al. 2005, 
Auricchio et al. 2001), die hohe Klonierungskapazität sowie die fehlende Immunogenität 
(Gamradt et al. 2004, Strappe et al. 2005) machen Lentiviren zu idealen Vektoren für die 
genetische Markierung der hMSC. 
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Tabelle 2: Virale und nicht-virale Vektoren (Gamradt et al. 2004) 
Vektor Beschreibung Kapazität 
(kb) 
Vorteile Nachteile 
viral     
Adenovirus Infiziert viele 
Zelltypen (teilende 
und nicht-teilende 
Zellen); die 
eingefügten Gene 
bleiben episomal 
35 Hohe 
Kapazität; 
leichte 
Herstellung 
Stark immunogen; 
DNA bleibt episomal 
und kann mit der Zeit 
verloren gehen 
Adenoassoziierter 
Virus 
Infiziert teilende und 
nicht-teilende Zellen; 
löst keine bekannten 
Erkrankungen an 
Menschen aus; 
rekombinanter 
Adenoassoziierter 
Virus bleibt episomal 
5,2 Integriert in 
das 
Empfängerzell-
genom; leichte 
Herstellung  
Kleine Kapazität; 
kann in teilenden 
Zellen verloren 
gehen; teilweise 
Transduktions-
schwierigkeiten 
während der 
Doppelstrangsynthese 
Herpes simplex 
virus 
Infiziert teilende und 
nicht-teilende Zellen; 
Latenz in neuronalen 
Zellen 
30 Hoch infektiös; 
hohe Kapazität 
Zytotoxisch; 
immunogen 
Moloney murine 
leukemia virus 
(Retrovirus) 
Eingefügte Gene 
integrieren zufällig in 
das 
Empfängerzellgenom, 
infiziert nur teilende 
Zellen 
8 Wenig 
immunogen 
Indirekte Methode 
nötig um die Zielzelle 
zu testen; 
Insertionsmutagenese 
Lentivirus 
(Retrovirus) 
Infiziert teilende und 
nicht-teilende Zellen 
8 Wenig 
immunogen 
 
Nichtviral     
Reine DNA Reine DNA wird von 
der Empfängerzelle 
aufgenommen; reine 
 Leichte 
Herstellung; 
nicht 
Geringe Effizienz 
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DNA kann mit einem 
Gerüst verwendet 
werden (Gen-
aktivierte Matrix) 
oder gekoppelt an 
einen 
Rezeptor/Liganden 
immunogen 
Liposomen Gentransport in 
einem Phospholipid-
Bläschen das mit der 
Empfängerzelle 
verschmilzt 
 Leichte 
Herstellung; 
nicht 
immunogen 
Geringe Effizienz; 
transiente Expression 
Biolistics (gene 
gun) 
DNA umhüllt von 
Partikeln wird in die 
Zelle getrieben 
  Geringe Effizienz; 
technisch schwierig 
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1.2 Aufgabenstellung 
 
1.2.1 Herstellung eines Lentiviralen Expressionssys tems 
 
Ziel dieser Arbeit war die permanente genetische Markierung humaner mesenchymaler 
Stammzellen. Wie bereits in der Einleitung dargestellt, ignen sich besonders Lentiviren für 
den effektiven Gentransfer in hMSCs. Deshalb sollte in inem ersten Schritt der lentivirale 
Gentransfer für die Transduktion humaner mesenchymaler Stammzellen neu etabliert werden. 
Wir entschieden uns für eGFP als Markergen, da dieses sowohl in vitro als auch in vivo leicht 
detektiert werden kann. Dazu musste zunächst das ent pr chende eGFP-Gen in ein 
lentivirales Expressionskonstrukt kloniert werden. Nach Etablierung und Optimierung der 
Virusherstellung sollte ein Protokoll zur effizient Transduktion von hMSCs erstellt werden.   
 
1.2.2 Lentivirale Transduktion von humanen mesenchy malen 
Stammzellen mit eGFP 
 
In der Zellkultur wollten wir nun humane mesenchymale Stammzellen mit Lentiviren 
transduzieren. Nach der erfolgreichen Etablierung des lentiviralen Gentransfers in humane 
mesenchymale Stammzellen unter Verwendung des Markergens eGFP, würde hiermit auch 
eine hoch effiziente und neuartige Gentransfer-Methode für die Untersuchung von 
Funktionsgenen in hMSCs zur Verfügung stehen. 
 
1.2.3 Besiedelung von Spongiosa-Leitschienen mit eG FP markierten 
humanen mesenchymalen Stammzellen 
 
In einem weiteren Schritt sollten nun klinisch bereits zur Knochendefektfüllung zugelassene 
Spongiosa-Leitschienen mit den markierten humanen msenchymalen Stammzellen besiedelt 
werden. Durch die Markierung der Zellen bot sich die Möglichkeit die Stammzellen in 
geringer Anzahl quantitativ zu erfassen und sie nach Implantation in vivo zu lokalisieren, ihre 
Überlebensdauer zu bestimmen, sowie eine eventuelle nerwünschte Migration in andere 
Organe auszuschließen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Methoden 
 
2.1.1 Herstellung des lentiviralen Expressionskonst ruktes 
 
Zunächst wurde das lentivirale Expressionskonstrukt, welches das eGFP-Gen enthielt, 
hergestellt. Das lentivirale Expressionskonstrukt war die Grundlage für die anschließende 
Herstellung der lentiviralen Vektoren.  
 
2.1.1.1 Restriktionsverdau von pEGFP-N3 und pENTR11 
 
Abbildung 1: Ausgangsplasmide pEGFP-N3 und pENTR11 werden durch Restriktion und 
Ligation zu pENTR11-eGFP 
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Bevor eGFP in das lentivirale Expressionskonstrukt kloniert werden konnte, musste zunächst 
das Gen in einen so genannten „Entry-Vektor“ (pENTR11) überführt werden. Mit Hilfe des 
„Entry-Vektors“ war es möglich das eGFP-Gen mittels homologer Rekombination in das 
lentivirale Expressionskonstrukt einzuschleusen.  
Aus dem Plasmid pEGFP-N3 (ClontechTM) wurde das eGFP-Gen herausgeschnitten und in 
das Plasmid pENTR11 (Invitrogen™) kloniert. Beide Plasmide wurden mit denselben 
Restriktionsenzymen BamH1 und Not1 in Anwesenheit von Puffer B zwei Stunden bei 37°C 
verdaut. Dadurch entstanden vier DNA-Fragmente mit so genannten „sticky ends“, das heißt 
kurzen Abschnitten einzelsträngiger DNA an den Enden, ie später leicht wieder verbunden 
werden konnten.  
 
2.1.1.2 Präparative Gelelektrophorese 
 
Um die beiden gewünschten DNA-Fragmente von den Übrigen zu trennen, wurden die 
unterschiedlich langen Fragmente durch eine Gelelektrophorese aufgetrennt, die jeweiligen 
Banden herausgeschnitten, sowie die linearen DNA-Fragmente aus der Gelbande extrahiert. 
Zur Herstellung des 1% Agarosegels wurden 800 mg Agarose mit 80 ml TAE Puffer 
(Zusammensetzung der Puffer siehe Anhang) in der Mik owelle 2 Minuten erhitzt, kurz 
abgekühlt und anschließend 4 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben. Die visköse 
Flüssigkeit wurde in eine vorgefertigte Form gegossen und ca. dreißig Minuten bei 
Raumtemperatur abgekühlt, bis sie erhärtet war. Das Gel wurde in die mit TAE Puffer 
gefüllte Gelkammer gelegt und das DNA-Gemisch in eine der Geltaschen gegeben, daneben 
ein DNA-Marker mit Fragmenten definierter Länge. Anschließend wurde eine Spannung von  
100 mV angelegt, wodurch die negativ geladenen DNA-Fragmente, entsprechend ihrer 
Länge, mit unterschiedlicher Geschwindigkeit zum Pluspol wanderten. Unter dem UV-Licht 
konnten anschließend anhand des Markers die gewünschte  DNA-Fragmente identifiziert und 
mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten werden. Die beiden Gelstücke wurden gewogen (in 
mg) und isoliert (Quiagen™ gel extraction kit II). Hierfür wurden die Gelfragmente 
entsprechend des Herstellerprotokolls jeweils in der dr ifachen Menge Puffer QG (in µl) 
durch zehn Minuten Inkubation im 50°C Wasserbad und intermittierendes Vortexen 
aufgelöst. Dazu kam die einfache Menge (in µl) Isopropanol. Die Mischung wurde jeweils auf 
eine Säule gegeben und 1 Minute zentrifugiert, wodurch die DNA im Filter der Säule 
gebunden wurde. Anschließend wurde der Filter mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und 
zweimal eine Minute zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen. Mit 50 µl destilliertem 
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H2O wurde die DNA durch eine weitere Minute Zentrifugation in ein neues Eppendorf Gefäß 
eluiert. 
 
2.1.1.3 Ligation 
 
Die beiden geschnittenen Fragmente wurden mit dem Enzym T4-DNA-Quick-Ligase zu 
einem zirkulären Plasmid verbunden. Dazu wurden zunächst 50 ng des geschnittenen 
Plasmids pENTR (Invitrogen) und die dreifache molare Menge des eGFP Fragments in 10 µl 
H2O mit 10 µl Quick Ligase Puffer und 1 µl T4-DNA-Quick-Ligase vermischt und 5 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurde der Ansatz auf Eis gelagert. 
 
2.1.1.4 Transformation 
 
Das entstandene Plasmid wurde anschließend zur quantitativen Vermehrung in kompetente E. 
coli (Top 10, InvitrogenTM) transformiert. Unter Transformation versteht man d s Einbringen 
nackter DNA in vorbehandelte, so genannte „kompetent “ Zellen. 50 µl der bei -80°C 
gelagerten Bakterien wurden hierzu auf Eis aufgetaut und vorsichtig mit 2 µl der Ligation 
vermengt. Anschließend wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgten 30 Sekunden im 42° 
C warmen Wasserbad  und erneut 2 Minuten Kühlzeit auf dem Eis.  
 
2.1.1.5 Selektive Vermehrung 
 
Zur Vermehrung derjenigen Bakterien, die das Plasmid aufgenommen hatten, wurden zu dem 
Ansatz zunächst 250 µl SOC-Medium (0.5% Hefeextrakt, 2.0% Trypton, 10mM NaCl, 
2.5mM KCl, 10mM MgCl2 , 20mM MgSO4, 20mM Glucose) gegeben, 1 Stunde bei 37°C 
inkubiert und dabei zur besseren Sauerstoffversorgung eschüttelt. In dieser Phase hatten die 
Bakterien Zeit das auf dem Plasmid enthaltene Kanamycin-Resistenz-Gen zu exprimieren, so 
dass sie anschließend auf einer Kanamycin haltigen A ar-Platte selektiert werden konnten. 
Dazu wurden die Kolibakterien mit einem sterilen Spatel auf der Nährplatte ausgestrichen und 
über Nacht bei 37°C inkubiert. Nach 12 Stunden hatten diejenigen Bakterien, die durch 
Aufnahme des Plasmids auch die Kanamycin-Resistenz erworben hatten, je eine 
makroskopisch sichtbare Kolonie gebildet. Eine Kolonie wurde mit einer Pipettenspitze 
aufgenommen und in 5 ml DYT-Medium (1.5% Pepton, 1% Hefeextrakt, 0.5% NaCl, 0.2% 
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Glucose, ph 7.4) mit 2500 µg Kanamycin (500 µg/ml) suspendiert. Die plasmidhaltigen 
Bakterien wurden weitere 12 Stunden bei 37°C unter Schütteln vermehrt. 
 
2.1.1.6 DNA-Präparation (geringe Menge) 
 
Zur Identifizierung derjenigen Bakterienklone mit korrekter Plasmidexpression, wurde 
zunächst eine geringe Menge Plasmid-DNA präpariert, die anschließend durch Zerlegung in 
definierte Bruchstücke mittels Restriktionsenzymen und Auftrennung im Agarosegel 
überprüft wurde. Zur DNA-Präparation wurde das QuiagenTM Plasmid Mini Kit verwendet. 
Zunächst wurden 1,5 ml der Bakterienkultur in einem Eppendorf-Gefäß 10 Minuten 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde anschließend in 200 µl 
Puffer P1 resuspendiert und die gelösten Bakterien durch weitere Zugabe von 200 µl Puffer 
P2 lysiert. Die im Lysat vorhandenen Bakterienbestandteile, außer der DNA wurden durch 
200 µl Puffer P3 präzipitiert und durch 10 Minuten Zentrifugation von der im Überstand 
gelösten DNA getrennt. Dieser wurde in einem neuen Eppendorf–Gefäß mit 600 µl
Isopropanol vermischt und wiederum 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der erhaltene 
Überstand wurde verworfen und das übrige DNA-Pellet mit 400 µl Ethanol 70 % vermischt. 
Nach weiteren 10 Minuten Zentrifugation wurde der Überstand vorsichtig abpipettiert und 
verworfen, die verbliebene Plasmid-DNA wurde an der Luft getrocknet und in 50 µl 
destilliertem H2O resuspendiert. 
 
2.1.1.7 Testverdau 
 
Die präparierte Plasmid-DNA der einzelnen Klone wurde nun mittels zweier 
Restriktionsenzyme in lineare Fragmente definierter Länge zerlegt und im Agarosegel analog 
zu 2.1.1.2 aufgetrennt. Die Größe der in den jeweiligen DNA-Banden enthaltenen 
Bruchstücke konnte anschließend anhand eines DNA-Markers mit Banden bekannter 
Fragmente verglichen und analysiert werden. So konnten anhand des richtigen 
Bandenmusters diejenigen Klone mit korrekter pENTR11-eGFP-Plasmidexpression 
identifiziert und in den nächsten Arbeitsschritten weiter verwendet werden. 
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2.1.1.8 Anlegen einer Stammkultur 
 
Zur Erhaltung der transformierten Bakterien wurde eine E. coli Stammkultur angelegt. 3ml 
der Bakterienkultur wurden mit 530 µl Glycerol 100% gemischt und auf zwei Kryoröhrchen 
aufgeteilt. Die Stammkulturen wurden bei -80°C gelart. 
 
2.1.1.9 DNA-Präparation 
 
Aus der Bakteriensuspension konnte nach der Inkubation die massenhaft vermehrte Plasmid-
DNA gewonnen werden. Dazu wurde das Qia Filter Plasmid Midi Kit verwendet. Zunächst 
wurden die Bakterien bei 4°C 15 Minuten aus dem Medium abzentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das entstandene Bakterienpellet mit 4 ml Puffer P1 (Zusammensetzung 
der Puffer siehe Anhang) resuspendiert. Mit weiteren 4 ml Puffer P2 wurden die Bakterien 
lysiert und mit 4 ml Puffer P3 präzipitiert. Bei 4°C wurde das Lysat 60 Minuten zentrifugiert, 
das Präzipitat verworfen, der Überstand weitere 15 Minuten zentrifugiert und das Präzipitat 
wiederum verworfen. Dadurch wurden die Bakterienbestandteile entfernt, während die DNA 
in der Lösung verblieb. Ein Filter (Tip 100) wurde mit 2 mal 10 ml Puffer QBT äquilibriert, 
anschließend wurde die DNA-Lösung darauf gegeben. Weiterhin wurde zweimal mit je 10 ml 
Puffer QC gewaschen, so dass nur noch die Plasmid-DNA im Filter verblieb, die daraufhin 
mit 5 ml Puffer QF in ein neues Eppendorf-Gefäß ausgewaschen werden konnte. Die Lösung 
wurde mit 3,5 ml Isopropanol vermischt und 60 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
konnte verworfen werden, das Pellet wurde mit 2 ml 70% Ethanol vermischt und wiederum 
45 Minuten zentrifugiert. Durch diese Schritte wurde die Plasmid-DNA ausgefällt und 
verblieb im Pellet, der Überstand wurde verworfen. Das DNA-Pellet wurde in 100 µl 
destilliertem H2O resuspendiert.  
2.1.1.10 LR-Clonase Reaktion 
 
Im letzten Klonierungsschritt wurde eGFP mittels LR-Clonase von pENTR11 auf den 
lentiviralen Vektor pLENTI6/V5-DEST (InvitrogenTM) übertragen. Dazu wurden 300 ng 
pENTR11-eGFP und 300 ng pLENTI6/V5-DEST in 4 µl Clonase-Puffer gelöst und mit TE-
Puffer zu einem Endvolumen von 10 µl aufgefüllt. Der b i -80°C gelagerte LR-Clonase 
Enzym Mix wurde zwei Minuten auf Eis aufgetaut, daraufhin zweimal je zwei Sekunden 
durchmischt und 4 µl zu den Plasmiden gegeben. Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 25°C 
inkubiert, anschließend wurden 2 µl Proteinase K zur Beendigung der Reaktion zugegeben 
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und weitere 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Das resultierende Plasmid pLenti-eGFP wurde 
wiederum in E. coli transformiert, unter Ampicillinselektion vermehrt und die DNA mittels 
Präparation gewonnen. 
 
Abbildung 2: Vektor pLenti-eGFP nach der LR-Clonase Reaktion 
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2.1.1.11 Sequenzierung 
 
Zur Kontrolle der Klonierung wurde das Plasmid pLenti6-MCS-eGFP-ohne pA sequenziert. 
Hierzu wurden in vier Ansätzen je 350 ng des Plasmid  mit 3,2 pmol eines der folgenden 
Primer CMV-f-492, pENTR11-f-451, pENTR11-r-989 und CMV-r-556 kombiniert und mit 
destilliertem H2O zu je 20 µl aufgefüllt. Big Dye wurde lichtgeschützt auf Eis aufgetaut und 
je 2 µl zu jedem Ansatz gegeben. In der PCR wurde die DNA eine Minute auf 96°C erhitzt 
und anschließend 25 Zyklen folgenden Schemas durchgefü rt. 
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Tabelle 3: PCR-Schema zur Sequenzierung eines DNA-Plasmids 
 
Temperatur Dauer 
96°C 10 sec 
50°C 5 sec 
60°C 4 min 
4°C ∞ 
 
Die weitere Sequenzierung erfolgte bei der Firma Sequis rve, Vaterstetten. 
2.1.2 Virusherstellung 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Virusherstellung mit dem Virapower Lentiviral 
Expression System, Bildquelle Invitrogen 
 
 
2.1.2.1 Kultivierung der 293FT Zellen 
 
2.1.2.1.1 Ansatz von Zellkulturen zur Zellvermehrung 
 
Zur Herstellung der Lentiviren wurde die Produktionszelllinie 293 FT verwendet. Die Zellen 
wurden in definierter Zellzahl, nach folgendem Schema in der Zellkultur vermehrt: 
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Tabelle 4: Ansatz der 293FT-Zellkultur 
 
Kulturbehältnis   Fläche   Zellzahl Mediumzugabe 
Zellkulturflasche 25  cm2 0,5 x 106 5 ml 
Zellkulturflasche 75 cm2 1 x 106  12 ml 
 
Das Medium wurde jeweils nach 48 Stunden gewechselt. Das Passagieren wurde in 
Abhängigkeit der Zelldichte, bei ca. 80-90% Konfluenz durchgeführt, der Zeitpunkt 
schwankte zwischen dem 6. -8. Tag nach Ansatz, bzw.dem letzten Passagevorgang. 
 
2.1.2.1.2 Auftauen der Zellen 
 
Die in Kryotubes in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden in ein Wasserbad (+37°C) 
überführt. Sofort nachdem sich der komplette Inhalt verflüssigt hatte, wurde das 
Einfrierröhrchen unter der Sterilbank geöffnet und der Inhalt in eine 75 cm2 Kulturflasche mit 
12 ml Kulturmedium (+37°C) überführt. Anschließend wurden die Zellen 2-4 Stunden im 
CO2-Inkubator kultiviert, nach dieser Phase waren die Zellen am Boden des Kulturgefäßes 
adhärent. Daraufhin konnte der DMSO-haltige Überstand abgesaugt werden und die Zellen 
wurden mit 12 ml frischem Medium bedeckt. 
 
2.1.2.1.3 Herstellung von Nährmedien 
 
Es wurden zwei Arten von Nährmedien unterschieden, eines zur Zellvermehrung mit 
Antibiotikazusatz, sowie eines zur Virusherstellung ohne Antibiotika. Für einen Ansatz von 
500 ml wurde folgende Medienformulierung verwendet: 
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Tabelle 5: 293FT-Nährmedium 
 
Inhaltsstoffe Konzentration Volumen 
DMEM  438 ml 
FBS (hitzeinaktiviert) 10 % 50 ml 
NEAA (non essential amino 
acids) 
0,1 mM  
L-Glutamin 2 mM 5 ml (einer 200 mM Lösung) 
(Penicillin-Streptomycin) 40 IU/ml 2 ml (einer 1000IU/ml 
Lösung) 
(Geneticin) 50 mg/ml 5 ml 
 
2.1.2.1.4 Inaktivieren und Aliquotieren von FBS 
 
Fetal Bovine Serum (FBS) wurde vor Zugabe zu den Nährmedien hitzeinaktiviert. Dazu 
wurde das bei -20°C gelagerte Serum zunächst bei +4°C langsam aufgetaut und anschließend 
20 Minuten im Wasserbad bei +56°C erwärmt. Das inakt vierte Serum wurde in Portionen zu 
50 ml aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. 
 
2.1.2.1.5 Passagieren der Zellen 
 
Sind die auf einer Kulturfläche ausgesäten Zellen soweit proliferiert, dass sie die Fläche 
nahezu vollständig einnehmen, wird der Zellrasen als konfluent bezeichnet. Dieses Stadium 
muss bei 293 Zellen unbedingt vermieden werden, weshalb die Zellen vorher abgelöst und in 
Suspension überführt werden müssen. 
Die Zellsuspension wurde nach Ermittlung der Zellzah  ggf. in neue Kulturbehältnisse in 
verdünnter Zellkonzentration (1:10 – 1:20) ausgesät.  
Um die Zellen zu passagieren musste zunächst sämtliches Medium sowie Schwebstoffe wie 
beispielsweise avitale Zellen durch Absaugen entfert werden. Durch anschließendes Spülen 
mit PBS wurden  Reste des serumhaltigen Mediums eliminiert, um die Funktion des im 
nachfolgenden Schritt verwendeten Enzyms Trypsin zu gewährleisten. Mittels einer auf den 
Zellrasen aufgebrachten Trypsin/EDTA Lösung in PBS (1:10) lösten sich die adhärenten 
Zellen ab. Für eine 75 cm2 Kulturflasche wurden 5 ml Lösung benötigt, für kleinere 
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Kulturgefäße entsprechend weniger. Die Einwirkzeit variierte um 5 Minuten bei 
Raumtemperatur und wurde definitiv durch lichtmikrosk pische Kontrolle des 
Ablösevorgangs festgelegt. Sobald sich die Zellen abgerundet und in der aufgebrachten 
Lösung schwebend zeigten, wurde der Ablösevorgang mittels Zugabe einer der 
Trypsin/EDTA Lösung äquivalenten Menge Serum-haltigen Mediums gestoppt. Die 
Trypsinwirkung wurde durch das im Medium enthaltene Serum weitgehend inaktiviert. Die 
Zellsuspension wurde anschließend aufgenommen und Trypsin/EDTA und PBS durch 
Zentrifugation und Resuspension in Nährmedium entfer t. 
 
2.1.2.1.6 Tryptanblaufärbung und Zellzahlbestimmung 
 
Während des Passagierens der Zellen, aber auch zur Virusherstellung war es erforderlich die 
definitive Zellzahl zu bestimmen. Dies erfolgte manuell in einer Neubaur-Zählkammer, in der 
unter lichtmikroskopischer Betrachtung die Anzahl der Zellen in einem definierten Volumen 
über einem Gitternetz ausgezählt wurden. Hierzu wurden 0,5 ml Zellsuspension mit 0.5 ml 
Tryptanblau verdünnt. Avitale Zellen, mit nichtintak er Zellmembran wurden dadurch 
angefärbt, was bei der Zellzählung entsprechend berücksichtigt wurde. 
 
2.1.2.1.7 Kryokonservieren von Zellen 
 
Die Zellen wurden zur Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff bei -196°C kryokonserviert. 
Dazu wurden 0,5 – 1,0 x 106 Zellen direkt nach der Passagierung abzentrifugiert und in einem 
Gesamtvolumen von 1 ml, bestehend aus Nährmedium mit einem Zusatz von 10% 
Dimethylsulfoxid resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Kryotubes aliquotiert, zunächst 
2 Stunden bei -20°C  eingefroren, anschließend über Nacht bei -80°C und schließlich in 
flüssigen Stickstoff überführt. 
 
2.1.2.1.8 Reinigung und Desinfektion 
 
Unerlässliche Voraussetzung für die erfolgreiche Durchführung von experimentellen 
Laborarbeiten sind saubere bzw. sterile Bedingungen zur Vermeidung von Kontaminationen. 
Dies gilt insbesondere für Arbeiten im Bereich der Z ll- und Gewebekultur. 
Folgende Verfahren wurden angewendet: 
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70 % Ethanol in Aqua dest. 
Vor Beginn der Arbeiten wurden jeweils die benötigten Arbeitsflächen, insbesondere 
die der Sterilbank, gründlich mit 70 % Ethanol in Aqua dest. abgewischt, ebenso die 
erforderlichen Geräte und Labor-Hilfsmittel. 
 
Autoklavieren 
Nicht hitzeempfindliche Labor-Hilfsmittel, bzw. Materialien wurden im Autoklaven für 
die Dauer von 20 Minuten bei feuchter Hitze (+ 105 °C) und Überdruck (+ 0,3 bar) 
autoklaviert. 
 
Sterilfiltration 
Hitzeempfindliche, flüssige Substanzen wurden unter Verwendung geeigneter 
Filtervorrichtungen (0,2 µm Porengröße) sterilfiltriert. 
 
2.1.2.2 Transfektion 
 
Zur Herstellung der Viren erfolgte eine Kotransfektion der 293FT Zellen mit dem 
hergestellten Plasmid pLenti-eGFP, sowie den Plasmiden pLP1, pLP2 und pLP/VSVG 
(Invitrogen™, packaging mix), mit Hilfe von Lipofektamin 2000. Die Herstellung der 
Lentiviren wurde dabei in der S2 gentechnologischen Anlage des Max-von-Pettenkofer-
Institutes (München) durchgeführt. Die gentechnologischen Arbeiten zu diesen Versuchen 
wurden zuvor von der Regierung Oberbayern genehmigt.  
 
Abbildung 4: Plasmide pLP1, pLP2, pLP/VSVG (packaging mix); Bildquelle Invitrogen 
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Die Verteilung der viralen Strukturgene auf mehrere Transportplasmide dient dabei der 
biologischen Sicherheit. Alle vier Plasmide besitzen k ine homologen Regionen, so dass 
unerwünschte Rekombination, sowie die Entstehung eies neuen vermehrungsfähigen Virus 
sehr unwahrscheinlich ist.  
2.1.2.2.1 Herstellung der Lipofektamin-DNA-Komplexe 
 
Das Lipofektamin-Reagenz enthält zwei positiv geladne Komponenten: DOSPA (2,3- 
dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium 
trifluoroacetate), ein polykationisches Lipid und DOPE (dioleoyl phosphatidylethanolamine), 
ein Phospholipid. Beide Reagenzien umhüllen die Plasmid-DNA und ermöglichen über ihre 
hydrophoben Anteile die Fusion mit der Zellmembran. Dadurch wird die Komplexierung und 
Aufnahme der negativ geladenen DNA in die Zellen erleichtert. Zur Herstellung der 
Komplexe wurden zunächst 3 µg pLenti-eGFP  mit 15 µg Packaging Mix in 1,5 ml Opti-
MEM (ohne Serum, 37°C) gelöst. In einem zweiten Ansatz wurden 54 µl Lipofektamin 
ebenfalls in 1,5 ml OPTI-MEM (ohne Serum, 37°C) gelöst. Beide Ansätze wurden 5 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend zusammengefügt und weitere 20 Minuten 
ebenfalls bei Raumtemperatur inkubiert. 
 
2.1.2.2.2 Vorbereitung der 293FT Zellen 
 
Während der Inkubationszeit der DNA-Lipofektamin-Komplexe wurden die 293FT Zellen 
vorbereitet. Die verwendeten Zellen mussten sich in einer niedrigen Passage befinden (<20) 
und vor der Passagierung 80% konfluent sein. Die Zell n wurden während der 
Inkubationszeit der DNA-Lipofektamin-Komplexe trypsiniert, mit PBS gewaschen, gezählt 
und 10x106 Zellen in 7 ml Nährmedium resuspendiert.  
 
2.1.2.2.3 Transfektion 
 
Nach Abschluss der 20 Minuten Inkubationszeit wurden i  DNA-Lipofektamin-Komplexe 
vorsichtig in eine 10 cm Rundschale gegeben. Anschließend erfolgte die Zugabe der 
resuspendierten Zellen, so dass sich ein Endvolumen von 10ml ergab. Die Kulturschale wurde 
über Nacht im CO2-Inkubator aufbewahrt. 
 27 
2.1.2.2.4 Virusherstellung 
 
Während der folgenden 72 Stunden erfolgte die Replikation und Verpackung der 
Virusbestandteile durch die 293FT Zellen. 24 Stunden nach Transfektion wurde der 
Überstand über den adhärenten Zellen abgesaugt und durch frisches Nährmedium (37°C) 
ersetzt. Zu diesem Zeitpunkt konnte die erfolgreich Transfektion durch Betrachtung der 
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop und Beobachtung der transienten GFP-Expression 
kontrolliert werden.  
Als Zeichen der Virusreplikation konnte unter dem Lichtmikroskop die Bildung von 
Synzytien beobachtet werden. 
2.1.2.2.5 Virusgewinnung 
 
72 Stunden nach der Transfektion konnten die Lentiviren, die sich nun im Überstand der 
Kulturplatte befanden, geerntet werden. Dazu wurde der Überstand gesammelt und zur 
Entfernung der Zellbestandteile 15 Minuten zentrifugiert. Das Sediment wurde verworfen, der 
gewonnene Überstand zu je 1ml aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
2.1.2.2.6 Virustiterbestimmung 
 
Zur Quantifizierung der Virusausbeute und Produktion reproduzierbarer Ergebnisse wurde 
der Titer des Virusüberstandes bestimmt. Hierzu wurden 2 x 105 HT1080 Zellen (humane 
Fibrosarkomzellen) in einem 6-well-Kulturgefäß ausgesät und über Nacht inkubiert. Nach 24 
Stunden wurde eine Verdünnungsreihe des Virusüberstandes (10-2 bis 10-8) hergestellt und 
jeweils mit Kulturmedium bis zu einem Volumen von 1 ml aufgefüllt. Anschließend wurde 
das Kulturmedium über den HT1080 Zellen abgesaugt, durch den verdünnten Virusüberstand 
ersetzt und mit je 6 µg/ml Polybrene ergänzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde wiederum der 
Überstand abgesaugt, 2 ml frisches Kulturmedium zugegeben und wiederum über Nacht 
inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medium wieder abgesaugt und durch neues 
Kulturmedium mit einem Zusatz von 5 µg/ml Blasticidin ersetzt. Die nächsten 12 Tage wurde 
das Blasticidin-haltige Medium alle 3-4 Tage erneuert. Am 12. Tag wurde das Medium 
abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde 1 ml 
Kristallviolett zugegeben und 10 Minuten bei Raumtep ratur inkubiert. Nach Entfernung 
des Kristallvioletts wurde wiederum zweimal mit PBS gewaschen. Durch Auszählen der blau 
angefärbten Kolonien konnte der Virustiter bestimmt werden. 
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2.1.3 Transduktion der hMSC 
2.1.3.1 Kultivierung der hMSC 
2.1.3.1.1 Ansatz von Zellkulturen zur Zellvermehrung 
Für die Versuche wurden kommerziell erwerbbare humane mesenchymale Stammzellen der 
Firma Cambrex™ verwendet. 
hMSC wurden nach folgendem Schema ausgesät: 
 
Tabelle 6: Ansatz der hMSC-Zellkultur 
Kulturbehältnis Fläche Zellzahl Medium 
Zellkulturflasche 75 cm2 100000 10 ml 
Zellkulturflasche 25 cm2 20000 5 ml 
  
2.1.3.1.2 Nährmedium 
 
Für die Kultivierung wurde das vom Hersteller empfohlene MSCGM hMSC Medium Bullet 
Kit (Cambrex™) verwendet. Vorversuche hatten gezeigt, dass alternative Standard-Medien zu 
einer vorzeitigen Seneszenz der hMSC führen. 
 
2.1.3.1.3 Auftauen der hMSC 
 
Die im Stickstofftank gelagerten Kryoröhrchen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, bis 
der Inhalt homogen verflüssigt war. Ohne Zeitverzögerung wurde die Suspension in 5ml 
frisches Nährmedium (37°C) überführt und zur Entferung des DMSO 5 Minuten 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in frischem Nährmedium 
resuspendiert und  in 3-4 75 cm2 Zellkulturflaschen ausgesät. 
 
2.1.3.1.4 Passagieren der hMSC 
 
Das Trypsinieren der hMSC wurde analog dem Vorgang bei 293FT-Zellen (siehe 2.1.2.1.5 
durchgeführt. 
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2.1.3.1.5 Tryptanblaufärbung und Zellzahlbestimmung 
 
Das Färben und Zählen der hMSC erfolgte in der Neubaur-Zählkammer, wie unter 2.1.2.1.6 
beschrieben. 
 
2.1.3.1.6 Kryokonservieren der hMSC 
 
Das Einfrieren der hMSC wurde nach dem unter 2.1.2.1.7 beschriebenen Protokoll 
durchgeführt, unter Verwendung folgenden Mediums: 
 
Tabelle 7: hMSC-Kryokonservationsmedium 
 
Inhaltsstoffe Volumenanteil 
MSCGM hMSC Medium Bullet Kit 85 % 
DMSO 10 % 
BSA cell culture tested 5 % 
 
2.1.3.2 Transduktion 
 
Als Transduktion wird der Vorgang bezeichnet, bei dem mit Hilfe von Viren genetisches 
Material in die Zielzelle eingeschleust werden kann. I  unserem Fall verwendeten wir 
Lentiviren, um das eGFP-Gen in hMSC zu transferieren. Hierzu wurde der gewonnene 
Virusüberstand aufgetaut und in einer 1:1 Verdünnung mit hMSC-Medium auf die 
kultivierten Zellen pipettiert. Nach 24 Stunden wurde der verdünnte Virusüberstand 
abgesaugt und durch frisches hMSC -Medium ersetzt. Bereits zu diesem Zeitpunkt ließ sich 
unter dem Fluoreszenzmikroskop die e-GFP Expression von 70% der hMSC nachweisen. 
Neben dem eGFP-Gen enthielten die lentiviralen Expressionskonstrukte das eukariontische 
Resistenzgen Blasticidin. Dieses konnte dazu benutzt werden erfolgreich transduzierte 
hMSCs zu selektionieren. Hierfür wurde dem Medium zwei bis drei Tage nach Transduktion 
circa 10 Tage lang Blasticidin in einer Konzentration von 10 µg/ml zugesetzt, um die nicht 
transduzierten und damit nicht Blasticidin-resistenten Zellen zu eliminieren. Durch diese 
Selektion konnte eine e-GFP Expression von 98% der Zellen erreicht werden. 
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2.1.3.3 Differenzierung und Färbung nach Kossa 
 
Um den Stammzellcharakter der transduzierten hMSC zu verifizieren, wurden mit eGFP 
infizierte hMSC osteogen differenziert. Nicht transduzierte Zellen wurden als Positivkontrolle 
verwendet. Als Negativkontrolle wurden sowohl transduzierte als auch nicht transduzierte 
Zellen in Standardmedium (D-MEM high glucose, +Glutamin, +Pyruvat) mit 10 % FBS und 
1 % Penicillin-Streptomycin ohne Differenzierungszuätze kultiviert. Die in vitro 
Differenzierung der hMSC wurde nach Jaiswal durchgeführt. Osteogene Zusätze wurden dem 
Standardmedium in folgenden Konzentrationen zugesetzt: 100 nM Dexamethason, 10 mM ß-
Glycerophosphat, 50 µM L-Ascorbinsäure-2-Phosphat. 5 x 103 Zellen/well wurden in einer 6-
well-Platte ausgesät. Am nächsten Tag wurde frisches Standardmedium zugegeben. Die 
Stimulation wurde begonnen, nachdem die Zellen eine Konfluenz von 80 % erreicht hatten, 
indem sie in Anwesenheit oder Abwesenheit der osteogenen Zusätze kultiviert wurden. Das 
Medium wurde 2-3 mal pro Woche gewechselt, 2 ml Medium pro Kulturfläche. Nach 16 
Tagen wurden stimulierte und nicht stimulierte Zellen mit der von Kossa Färbung getestet. 
Die Zellen wurden zunächst 15 Minuten bei -20°C in 100 % Methanol fixiert und 
anschließend in destilliertem Wasser 20 Minuten rehydriert. Um den Calcium-Phosphat 
Niederschlag zu färben, wurden die Kulturbehältnisse 10 Minuten mit 5 % Silbernitratlösung 
inkubiert und anschließend zweimal 3 Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen, gefolgt 
von 10 Minuten Inkubation mit 1 % Pyrogallollösung. Nach einem weiteren Waschvorgang 
für 3 Minuten in destilliertem Wasser und Inkubation mit 5 % Sodium-Hydroxid- Lösung für 
4-5 Minuten wurden die Zellkulturgefäße zweimal 3 Minuten in Wasser gewaschen. 
 
2.1.4 Besiedelung der Knochenleitschienen 
2.1.4.1 Vorinkubation der Knochenleitschienen 
 
Verwendet wurde eine bereits für klinische Anwendung zugelassene bovine Spongiosa 
(Tutobone® von Tutogen™, siehe Abbildung 4). Vorversuche in unserem Labor hatten 
gezeigt, dass die verwendeten Knochenleitschienen zunächst vorbehandelt werden mussten, 
um eine möglichst effiziente Besiedlung mit hMSC zu erreichen. Dazu wurde je ein Tutobone 
Zylinder unter sterilen Bedingungen in die Vertiefungen einer 48-well-Platte gelegt. Jeder 
Zylinder wurde mit 600-800µl hMSC-Medium vollständig bedeckt und für 4-8 Stunden im 
Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde das Medium abgesaugt, 600-800 µl 
hitzeinaktiviertes FBS zugegeben und wiederum über Nacht im Brutschrank inkubiert. 
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Abbildung 4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der verwendeten 
Leitschienenstruktur (Tutobone, Fa. Tutogen Medical), Bi dquelle: Fa. Tutogen Medical 
 
2.1.4.2 Besiedelung der Knochenleitschienen 
 
Zur Besiedelung wurde das FBS von den vorinkubierten Leitschienen abgesaugt. Auf jede 
Leitschiene wurde eine Zellsuspension von 1x106 GFP-markierten hMSC in 600 µl Medium 
gegeben. Durch auf- und abpipettieren wurde die Zellsuspension neben dem Zylinder 
homogenisiert und wieder auf die Leitschiene gegeben. In den folgenden zwei Stunden wurde 
dieser Vorgang alle 20 Minuten wiederholt, davor die Leitschiene einmal gewendet. 
Zwischen den Arbeitsschritten wurde 48-well-Platte im Brutschrank gelagert. In der 3. und 4. 
Stunde wurde noch je einmal homogenisiert, anschließend wurde die Knochenleitschiene in 
eine neue Platte überführt und über Nacht im Brutschrank weiterinkubiert. 
 
2.1.4.3 Bestimmung der Besiedlungseffizienz 
 
Durch Auszählen der in der ersten 48-well-Platte verbli benen und somit nicht an der 
Leitschiene adhärenten Zellen, konnte die Besiedlungseffizienz bestimmt werden. Dazu 
wurde zunächst das Medium aus der Vertiefung abgesau t und gründlich mit 200 µl PBS 
gespült. Anschließend wurden 100 µl Trypsin/EDTA (1x) zugegeben und 10 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Trypsinat wurde in ein Eppendorfgefäß überführt, die 
Vertiefung nochmals mit 100 µl PBS gespült und die Spülflüssigkeit ebenfalls in das Gefäß 
gegeben. Das Eppendorfgefäß wurde bei 2000 U/min 3 Minuten zentrifugiert, der Überstand 
verworfen, die Zellen in 100 µl PBS resuspendiert und in der Neubaur-Zählkammer gezählt. 
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Durch Subtraktion der erhaltenen Zellzahl von den ursprünglich eingesetzten 1x106 Zellen, 
konnte nun die Anzahl der auf der Knochenleitschiene adhärenten Zellen bestimmt werden.   
Der Nachweis der Fluoreszenz der hMSC erfolgte im jeweiligen Zellkulturgefäß unter dem 
Fluoreszenzmikroskop. Der Vergleich zur Gesamtzellzah  erfolgte lichtmikroskopisch. 
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2.2 Material 
 
2.2.1 Laborgeräte 
 
Gerät      Firma  
Abzug 2-454-FBND    Köttermann 
Analysenwaage LC 621 P   Sartorius 
Autoklav Varioklav 300   H+P Labortechnik 
Brutschrank (+37°C, 5% CO2) IG 150 Jouan 
DNA-Separations-Gelkammer  Peqlab Biotechnologie GmbH 
Flüssigkeitsabsaugsystem   Roth 
Fluoreszenzmikroskop 3X70   Olympus 
Geltrocknungsrahmen   Roth 
Kamera Sensicam QE   TCO Imaging 
Kühl-Gefrierkombination (+4°C, -20°C)  Liebherr 
Laborwaage Kern GJ    Kern 
Mikroskop Diavert    Leitz 
Mikrowelle     Siemens 
Pipettierhilfe Pipetus akku   Hirschmann 
PCR PTC-200     MJ-Research 
Schüttler Unimax 1010 + 
 Inkubator 1000    Heidolph 
Sterilbank Antares 72    Steril S.p.a. 
Sterilbank Hera safe 12/2   Haraeus instruments 
Tiefkühlschrank (-86°C)   Jouan 
UV-Lampe     Vilbert Lourmat 
UV-Lampe BH2-RFL-T3   Olympus 
Vertikal-Umluftarbeitsplatz-    
Personenschutz UVF II/73/32-630 B BDK Luft- und Reinraumtechnik 
Vortex-Schüttler    Heidolph 
Wasserbad      Jouan 
Wasserbad     GFL 
Zentrifuge 5415 D    Eppendorf 
Zentrifuge BR 4    Jouan 
Zentrifuge CT 422    Jouan 
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2.2.2 Labor-Hilfsmittel 
 
Neubauer-Zählkammer   Brand 
Mikroliterpipetten (10 µl, 100 µl,  
200 µl, 1000 µl)    Gilson Pipetman 
 
2.2.3 Materialien und Verbrauchsmaterialien 
 
Einfrierröhrchen    Nalgene 
Einmal – Skalpelle    Feather 
Einmal – Spritzen (2 ml, 5 ml,  
10 ml, 25 ml)     Becton Dickinson 
Eppendorf – Reaktionsgefäße (1,5 ml) Eppendorf 
Pasteurpipetten aus Glas   Volac 
Pipettenspitzen (10 µl, 100 µl,  
200 µl, 1000 µl)    Eppendorf 
Rundschale (10 cm)    Sarstedt 
Zellkulturflaschen (T75, T25)  Nunc 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml)  Sarstedt 
Serologische Pipetten (2,5 ml, 10 ml,  
25 ml)      Sarstedt 
 
2.2.4 Substanzen allgemein 
 
Aqua dest.     Noll 
Ethanol 70% in Aqua dest   Klinikapotheke 
Isopropanol     Klinikapotheke 
2.2.5 Substanzen Klonierung 
 
Ampicillin (stock 200 mg/ml)  Roth 
BactoTM Hefeextrakt    Becton Dickinson 
BactoTM Agar     Becton Dickinson  
BactoTM Trypton    Becton Dickinson 
Clonase Puffer    Invitrogen 
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DNA-Gel-Extraktions-Kit  
(Quiaex II Gel Extraction kit)  Quiagen 
DNA-Präparations-Kit  
(Qia Filter Plasmid Midi Kit +  
Quiagen Plasmid Mini kit)   Quiagen 
DNA Marker (100 bp, 250 bp)  Invitrogen 
EDTA      Sigma 
Ethidiumbromid 10 mg/ml   Sigma 
Gelpuffer Blue juice 10 x   Invitrogen 
Glukose D+     Sigma 
Glycerol     Sigma 
Kanamycin (stock 50 mg/ml)  Sigma 
KCl      Merck 
LR Clonase Enzym Mix   Invitrogen 
MgCl2      Merck 
MgSO4     Sigma 
NaCl zur Analyse    Merck 
Plasmid peGFP-N3    Clontech 
Plasmid pENTR 11    Invitrogen 
Plasmid pLenti6/V5-Dest   Invitrogen  
Proteinase K     Invitrogen 
Puffer für Restriktionsenzyme B  Roche 
Ligationsenzym (T4 Quick Ligase)  NEB 
Ligationspuffer (Quick ligase)  NEB 
Restriktionsenzym BamH1   Roche 
Restriktionsenzym Not1   NEB 
Seakern LE Agarose    Cambrex 
Sequenzierungsfarbstoff (Bigdye  
terminator ready reaction mix)   Applied. Biosystems 
Top 10 E. coli     Invitrogen 
TrisCl      Sigma 
Trisma base     Sigma 
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2.2.6 Substanzen Zellkultur 
 
β-Glycerophosphat    Sigma 
Blasticidin (5 mg/ml)    Invitrogen 
Bovines Serum-Albumin (BSA)  Sigma 
Dexamethason    Sigma 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma 
Fetales bovines Serum (FBS)  Sigma 
Geneticin (50 mg/ml)    Gibco 
Humane Fibrosarkomzellen (HT1080) Invitrogen 
Humane mesenchymale Stammzellen Cambrex 
L-Ascorbinsäure-2-Phosphat   Sigma 
L-Glutamin (200 mM)   Gibco 
Leitschiene (Tutobone Platte  
75 x 25 x 1 mm)    Tutogen Medical 
Lipofektamin 2000    Invitrogen 
Methanol 100 %    Merck 
Nicht-essentielle Aminosäuren (NEAA) Gibco 
PBS (10x), Ca2+ - und Mg2+ frei  Merck 
Penicillin (10000 U/ml)- 
Streptomycin (10000 µg/ml)   Gibco 
Polybrene     Invitrogen 
Pyrogallol-Lösung 1 %   Klinikapotheke 
Silbernitrat 5 %    Roth 
Sodiumhydroxid    Merck 
Tryptanblau 0,5 %    Life Technologies 
Trypsin 0,05 %/ EDTA 0,02 %  
(1x in PBS)     Life Technologies 
ViraPower packaging mix (Plasmide  
pLP1, pLP2, pLP/VSVG in TE Puffer,  
ph 8,0)      Invitrogen 
Zellen 293FT     Invitrogen 
Zellkulturmedium (Dulbecco`s  
Modified Eagle Medium, high  
glucose; DMEM)    Gibco 
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Zellkulturmedium (OptiMEM)  Gibco 
Zellkulturmedium (MSCGM  
hMSC Medium Bullet Kit)   Cambrex 
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3 Ergebnisse 
3.1 Ergebnis der Klonierung 
 
Zur Beurteilung der exakten Sequenz wurde eine Sequenzierung des Plasmids pLenti-eGFP 
durchgeführt. Der Vergleich der erwarteten Basenfolge mit dem Ergebnis der Sequenzierung 
ergab eine 100 prozentige Übereinstimmung in allen untersuchten Teilstücken.  
 
Abbildung 5: Ausschnitt aus der Basensequenz des Plasmids pLenti-eGFP. MSC: Sequenz 
einer multiple cloning site; eGFP: Sequenz des eGFP- ens. 
 
AGT TCC GCG TTA CAT AAC TTA CGG TAA ATG GCC CGC CTG CT GAC CGC 
TCA AGG CGC AAT GTA TTG AAT GCC ATT TAC CGG GCG GAC GA CTG GCG 
<…………………………………….CMV-Promotor……………………………………… 
 
CCA ACG ACC CCC GCC CAT TGA CGT CAA TAA TGA CGT ATG TTC CCA TAG 
GGT TGC TGG GGG CGG GTA ACT GCA GTT ATT ACT GCA TAC AAG GGT ATC 
……………………………………………………………………………………………….. 
 
TAA CGC CAA TAG GGA CTT TCC ATT GAC GTC AAT GGG TGG AGT ATT TAC 
ATT GCG GTT ATC CCT GAA AGG TAA CTG CAG TTA CCC ACC TCA TAA ATG 
……………………………………………………………………………………………….. 
 
GGT AAA CTG CCC ACT TGG CAG TAC ATC AAG TGT ATC ATA TGC CAA GTA 
CCA TTT GAC GGG TGA ACC GTC ATG TAG TTC ACA TAG TAT ACG GTT CAT 
……………………………………………………………………………………………….. 
 
CGC CCC CTA TTG ACG TCA ATG ACG GTA AAT GGC CCG CCT GGC ATT ATG 
GCG GGG GAT AAC TGC AGT TAC TGC CAT TTA CCG GGC GGA CCG TAA TAC 
………………………………………………………………………………………………… 
 
CCC AGT ACA TGA CCT TAT GGG ACT TTC CTA CTT GGC AGT ACA TCT ACG 
GGG TCA TGT ACT GGA ATA CCC TGA AAG GAT GAA CCG TCA TGT AGA TGC 
………………………………………………………………………………………………... 
 
TAT TAG TCA TCG CTA TTA CCA TGG TGA TGC GGT TTT GGC AGT ACA TCA 
ATA ATC AGT AGC GAT AAT GGT ACC ACT ACG CCA AAA CCG TCA TGT AGT 
……………………………………………………………………………………………….. 
 
ATG GGC GTG GAT AGC GGT TTG ACT CAC GGG GAT TTC CAA GTC TCC ACC 
TAC CCG CAC CTA TCG CCA AAC TGA GTG CCC CTA AAG GTT CAG AGG TGG 
………………………………………………………………………………………………… 
 
CCA TTG ACG TCA ATG GGA GTT TGT TTT GGC ACC AAA ATC AAC GGG ACT 
GGT AAC TGC AGT TAC CCT CAA ACA AAA CCG TGG TTT TAG TTG CCC TGA 
………………………………………………………………………………………………. 
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TTC CAA AAT GTC GTA ACA ACT CCG CCC CAT TGA CGC AAA TGG GCG GTA 
AAG GTT TTA CAG CAT TGT TGA GGC GGG GTA ACT GCG TTT ACC CGC CAT 
……………………………………………………………………………………………….. 
 
GGC GTG TAC GGT GGG AGG TCT ATA TAA GCA GAG CTC GTT AG TGA ACC 
CCG CAC ATG CCA CCC TCC AGA TAT ATT CGT CTC GAG CAA TC ACT TGG 
………………………………………………………………………………………………… 
 
GTC AGA TCG CCT GGA GAC GCC ATC CAC GCT GTT TTG ACC TCC ATA GAA 
CAG TCT AGC GGA CCT CTG CGG TAG GTG CGA CAA AAC TGG AGG TAT CTT 
………………………………………………………………………………………………… 
 
GAC ACC GAC TCT AGA GGA TCC ACT AGT CCA GTG TGG TGG 
CTG TGG CTG AGA TCT CCT AGG TGA TCA GGT CAC ACC ACC 
……………> 
 
AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ATC GCC ACC ATG 
TTA AGA CGT CAG CTG CCA TGG CGC CCG GGC CCT AGG TAG CGG TGG TAC 
<……………………………………………..MCS…………………………………> <…… 
 
GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG TTC ACC GGG GTG GTG CCC ATC CTG GTC 
CAC TCG TTC CCG CTC CTC GAC AAG TGG CCC CAC CAC GGG TAG GAC CAG 
……………………………………………..eGFP…………………………………………… 
 
GAG CTG GAC GGC GAC GTA AAC GGC CAC AAG TTC AGC GTG TCC GGC GAG 
CTC GAC CTG CCG CTG CAT TTG CCG GTG TTC AAG TCG CAC AGG CCG CTC 
…………………………………………………………………………………………………. 
 
GGC GAG GGC GAT GCC ACC TAC GGC AAG CTG ACC CTG AAG TTC ATC TGC 
CCG CTC CCG CTA CGG TGG ATG CCG TTC GAC TGG GAC TTC AAG TAG ACG 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
ACC ACC GGC AAG CTG CCC GTG CCC TGG CCC ACC CTC GTG ACC ACC CTG 
TGG TGG CCG TTC GAC GGG CAC GGG ACC GGG TGG GAG CAC TGG TGG GAC 
…………………………………………………………………………………………………. 
 
ACC TAC GGC GTG CAG TGC TTC AGC CGC TAC CCC GAC CAC CAC ATG AAG 
TGG ATG CCG CAC GTC ACG AAG TCG GCG ATG GGG CTG GTG GTG TAC TTC 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
CAG CAC GAC TTC TTC AAG TCC GCC ATG CCC GAA GGC TAC GTC CAG GAG 
GTC GTG CTG AAG AAG TTC AGG CGG TAC GGG CTT CCG ATG CAG GTC CTC 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
CGC ACC ATC TTC TTC AAG GAC GAC GGC AAC TAC AAG ACC GC GCC GAG 
GCG TGG TAG AAG AAG TTC CTC CTC CCG TTG ATG TTC TGG CG CGG CTC 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
GTG AAG TTC GAG GGC GAC ACC CTG GTG AAC CGC ATC GAG CTG AAG GGC 
CAC TTC AAG CTC CCG CTG TGG GAC CAC TTG GCG TAG CTC GAC TTC CCG 
………………………………………………………………………………………………….. 
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ATC GAC TTC AAG GAG GAC GGC AAC ATC CTG GGG CAC AAG CTG GAG TAC 
TAG CTG AAG TTC CTC CTG CCG TTG TAG GAC CCC GTG TTC GAC CTC ATG 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
AAC TAC AAC AGC CAC AAC GTC TAT ATC ATG GCC GAC AAG CAG AAG AAC 
TTG ATG TTG TCG GTG TTG CAG ATA TAG TAC CGG CTG TTC GTC TTC TTG 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
GGC ATC AAG GTG AAC TTC AAG ATC CGC CAC AAC ATC GAG GAC GGC AGC 
CCG TAG TTC CAC TTG AAG TTC TAG GCG GTG TTG TAG CTC TG CCG TCG 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
GTG CAG CTC GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATC GGC GAC GGC 
CAC GTC GAG CGG CTG GTG ATG GTC GTC TTG TGG GGG TAG CCG CTG CCG 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
CCC GTG CTG CTG CCC GAC AAC CAC TAC CTG AGC ACC CAG TCC GCC CTG 
GGG CAC GAC GAC GGG CTG TTG GTG ATG GAC TCG TGG GTC AGG CGG GAC 
………………………………………………………………………………………………… 
 
AGC AAA GAC CCC AAC GAG AAG CGC GAT CAC ATG GTC CTG CTG GAG TTC 
TCG TTT CTG GGG TTG CTC TTC GCG CTA GTG TAC CAG GAC GAC CTC AAG 
………………………………………………………………………………………………….. 
 
GTG ACC GCC GCC GGG ATC ACT CTC GGC ATG GAC GAG CTG AC AAG TAA 
CAC TGG CGG CGG CCC TAG  TGA GAG CCG TAC CTG CTC GAC TG TTC ATT 
…………………………………………………………………………………………………> 
 
 
3.2 Ergebnis der Virusherstellung 
 
Die erfolgreiche Transfektion des Plasmids pLenti-eGFP in die 293FT-Zellen wurde indirekt 
über den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der transienten eGFP-Expression in den 
293FT-Zellen nachgewiesen. Des Weiteren gab der Nachweis einer Synzytienbildung 
zwischen den Zellen unter dem Lichtmikroskop einen w iteren Hinweis auf  die erfolgte 
Transfektion. 
24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion wurde die eGFP Expression der 293FT Zellen unter 
dem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen. 
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Abbildung 6: lichtmikroskopische Darstellung der 293FT-Zellen nach Transfektion mit 
pLenti-eGFP 
 
 
 
Abbildung 7: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der 293FT Zellen nach Transfektion 
mit pLenti-eGFP 
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Abbildung 8: Überlagerungsbild der lichtmikroskopischen und fluoreszenzmikroskopischen 
Darstellung der 293FT Zellen nach Transfektion mit pLenti-eGFP 
 
  
 
 
Abbildung 9: Synzytienbildung der 293FT Zellen unter dem Lichtmikroskop nach 
Transfektion mit pLenti-eGFP während der Virusherstellung 
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3.3 Bestimmung der Virustiter 
 
Zunächst wurde der lentivirale Titer in der HT1080 Zelllinie bestimmt. Hiermit konnte ein für 
lentivirale Präparationen hoher Titer von 2,47 x 105 CFU/ml erreicht werden. 
 
Abbildung 10: Bestimmung der Virustiter von pLenti-eGFP in HT1080 Zellen. Titer 2,47 x 
105 CFU/ml. 
 
 
 
 
3.4 Ergebnisse zum lentiviralen Gentransfer  in hMS Cs 
 
Die Beurteilung der erfolgreichen Transduktion erfolgte 24, 36 und 72 Stunden nach 
Virusexposition unter dem Fluoreszenzmikroskop, durch Nachweis der eGFP Expression in 
hMSC.  
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Abbildung 11: lichtmikroskopische Darstellung der hMSC nach Transduktion mit dem 
eGFP-Lentivirus und Selektion mit Blastizidin 
 
 
 
Abbildung 12: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der hMSC nach Transduktion mit 
dem eGFP-Lentivirus und Selektion mit Blastizidin 
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Abbildung 13: lichtmikroskopische Darstellung von eGFP-exprimierenden humanen 
mesenchymalen Stammzellen. eGFP wurde mit Hilfe des lentiviralen Gentransfers in die 
Zellen eingeschleust.   
 
 
Abbildung 14: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der hMSC nach Transduktion mit 
dem eGFP-Lentivirus 
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Abbildung 15: Überlagerungsbild der lichtmikroskopischen und fluoreszenzmikroskopischen 
Darstellung der hMSC nach Transduktion mit dem eGFP-Lentivirus 
 
 
 
 
Abbildung 16: Die lentivirale Transduktion hatte keinen Einfluss auf das osteogene 
Differenzierungspotential der Zellen. Obere Reihe zeigt nicht transduzierte Zellen, die untere 
Reihe mit eGFP transduzierte Zellen. Rechte Spalte von Kossa Färbung 
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3.5 Ergebnis der Leitschienenbesiedelung 
 
Die in vitro Besiedelung der Leitschienen erfolgte mit einer Effizienz von 60 – 80%. Die 
eGFP-exprimierenden Stammzellen konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop auf der 
Knochenleitschiene nachgewiesen werden. 
 
Abbildung 17: fluoreszenzmikroskopische Darstellung der mit eGFP-exprimierenden 
Stammzellen besiedelten Knochenleitschiene 
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4 Diskussion 
4.1 Stammzellmarker und Stammzellmarkierung 
 
Bei der Besiedelung von Leitschienen, aber auch in vielen anderen therapeutischen 
Anwendungen der hMSC erscheint es notwendig den Verbleib der transplantierten Zellen 
nachzuweisen, sowie den Zeitraum ihres Überlebens zu bestimmen. Dies gestaltet sich 
insofern schwierig, da kein spezifischer humaner mesenchymaler Stammzellmarker bekannt 
ist (Foster et al. 2005). Auf der Oberfläche der hMSC lassen sich eine Vielzahl von 
Oberflächenmolekülen nachweisen. Unter den insgesamt 463 Proteinen befinden sich 148 
integrale oder verankerte Membranproteine, sowie 159 membranassoziierte Proteine (Foster 
et al. 2005). Des Weiteren wurden 29 Integrine und Zelladhäsionsmoleküle, 20 Rezeptoren 
und 18 Ras verwandte kleine GTPasen nachgewiesen (Foster et al. 2005). Keiner dieser 
Oberflächenmarker zeigt für sich allein genommen eine Spezifität für mesenchymale 
Stammzellen. Vielmehr ist die Kombination verschiedener Marker charakteristisch für 
hMSCs. Welche Kombination von Markern charakteristisch für mesenchymale Stammzellen 
ist, wird aber weiter intensiv in der Literatur diskutiert. In dieser Studie wurden die in der 
Literatur allgemein anerkannten Marker CD166, CD29, CD105 und CD 44 verwendet, wobei 
die Stammzellen die hämatopoetischen Marker CD34, CD14 and CD45 nicht exprimieren 
durften. So konnten die verwendeten hMSCs vor der lentiviralen Transduktion in vitro 
ausreichend charakterisiert werden. Allerdings ist der kombinierte Nachweis dieser 
Oberflächenmarker auf hMSCs für die Untersuchung differenzierter oder transplantierter 
Zellen wenig geeignet, da sich,das Muster der Oberflächenmarker mit der Differenzierung 
dieser Zellen verändert und somit der Verbleib transplantierter hMSC langfristig nicht 
beurteilt werden kann. 
Des Weiteren muss bei der Bestimmung von Oberflächenmarkern berücksichtigt werden, dass 
sich je nach Herkunft der hMSC aus Knochenmark des Beckenkamms (Risbud et al. 2006), 
der Wirbelkörper (Risbud et al. 2006), aus Fettgewebe, Nabelschnurblut (Lu et al. 2005, 
Wang et al. 2005), peripherem Blut (Cao et al. 2005), Plazenta (Zhang et al. 2004), 
Peridontium (Trubiani et al. 2005, Pierdomenico et al. 2005) oder Synovium (Fickert et al. 
2003, Gimeno et al. 2005) geringe Unterschiede im Muster der Oberflächenproteine ergeben, 
so dass nur unter Schwierigkeiten ein einheitliches Id ntifizierungsschema festgelegt werden 
kann. Auch ergibt sich durch den Nachweis der Oberflächenproteine kaum eine Möglichkeit 
zwischen transplantierten hMSC und eigenen Stammzellen des Empfängers zu unterscheiden. 
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Tabelle 8: Auswahl positiver und negativer Oberflächenmarker der hMSC 
 
Oberflächenprotein Synonym Markierter Zelltyp Quellen 
positiv    
CD 166  multipotent Xu et al. 2005, Lu et 
al. 2005, Mareschi et 
al. 2005, Foster et al. 
2005, Cao et al. 
2005, Wang et al. 
2005, Trubiani et al. 
2005, Zhang et al. 
2004, Guo et al. 
2001, Fickert et al. 
2003, Risbud et al. 
2006, Gimeno et al. 
2005, Pierdomenico 
et al. 2005 
CD 105 SH 2  Xu et al. 2005, Lu et 
al. 2005, Mareschi et 
al. 2005, Foster et al. 
2005, Cao et al. 
2005, Wang et al. 
2005, Trubiani et al. 
2005, Zhang et al. 
2004, Risbud et al. 
2006, Pierdomenico 
et al. 2005 
CD 44  MSC Xu et al. 2005, Lu et 
al. 2005, Mareschi et 
al. 2005, Foster et al. 
2005, Cao et al. 
2005, Trubiani et al. 
2005, Zhang et al. 
2004, Guo et al. 
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2001, Fickert et al. 
2003, Risbud et al. 
2006, Gimeno et al. 
2005 
CD 73 SH 4 MSC Xu et al. 2005, Wang 
et al. 2005, Zhang et 
al. 2004, Gimeno et 
al. 2005, 
Pierdomenico et al. 
2005 
CD 90 Thy 1 MSC Lu et al. 2005, 
Mareschi et al. 2005, 
Foster et al. 2005, 
Wang et al. 2005, 
Trubiani et al. 2005, 
Fickert et al. 2003, 
Gimeno et al. 2005 
CD 29  MSC Lu et al. 2005, 
Mareschi et al. 2005, 
Foster et al. 2005, 
Wang et al. 2005, 
Trubiani et al. 2005, 
Zhang et al. 2004, 
Guo et al. 2001, 
Gimeno et al. 2005, 
Pierdomenico et al. 
2005 
CD 71 SH 3  Foster et al. 2005, 
Wang et al. 2005, 
Pierdomenico et al. 
2005 
CD 63 HOP 26  Foster et al. 2005, 
Risbud et al. 2006 
CD 54   Cao et al. 2005, 
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Fickert et al. 2003 
CD 13   Wang et al. 2005, 
Trubiani et al. 2005 
CD 106   Mareschi et al. 2005 
CD 95   Lu et al. 2005 
CD 9   Fickert et al. 2003 
CD 49a   Risbud et al. 2006 
CD 117 c-kit multipotent Gimeno et al. 2005 
STRO-1  multipotent Gimeno et al. 2005 
PAX-7  multipotent Gimeno et al. 2005 
HLA-ABC   Zhang et al. 2004 
MHC-Klasse (nicht 
II) 
  Lu et al. 2005 
negativ    
CD 34  hämatopoetisch Xu et al. 2005, Lu et 
al. 2005, Cao et al. 
2005, Wang et al. 
2005, Zhang et al. 
2004, Guo et al. 
2001, Gimeno et al. 
2005 
CD 45  hämatopoetisch Xu et al. 2005, Lu et 
al. 2005, Cao et al. 
2005, Wang et al. 
2005, Zhang et al. 
2004, Guo et al. 
2001, Gimeno et al. 
2005 
CD 14   Lu et al. 2005, Cao et 
al. 2005, Wang et al. 
2005 
CD 40   Lu et al. 2005 
CD 80   Lu et al. 2005 
CD 86   Lu et al. 2005 
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CD 152   Lu et al. 2005 
CD 11b  hämatopoetisch Gimeno et al. 2005 
HLA-DR   Zhang et al. 2004, 
Guo et al. 2001 
MHC Klasse II   Lu et al. 2005 
  
 
Eine weitere wesentliche Eigenschaft von mesenchymalen Stammzellen ist deren Fähigkeit 
sich adipogen, chondrogen und osteogen differenzieren zu lassen. Neben der Bestimmung der 
Oberflächenmarker ist die Differenzierungsfähigkeit wesentliche Vorraussetzung zur 
Identifizierung von mesenchymalen Stammzellen. Für die in dieser Studie verwendeten 
hMSC wurden zunächst nicht nur die charakteristischen Oberflächenmarker, sondern auch 
deren adipogene, chodrogene und osteogene Differenzi u gsfähigkeit untersucht. Das 
Differenzierungspotential der hMSCs kann in vitro durch Zugabe von induzierendem Medium 
problemlos untersucht werden, ist aber für die Untersuchung von in vivo transplantierten 
Zellen nicht geeignet.  
Andere Arbeitsgruppen haben versucht aufgrund von zellmorphologischen Analysen 
mesenchymale Stammzellen zu identifizieren. Obwohl hMSCs durch ihre lange, fusiforme 
und fibroblastenähnliche Form eine relativ typische Morphologie haben (Xu et al. 2005),  ist 
die Identifizierung von hMSC allein durch die Zellmorphologie nicht möglich. Da hMSCs 
ihre Form und Größe durch Differenzierung verändern, kö nen die Zellen morphometrisch in 
vivo nicht nachgewiesen werden. 
Es konnte durch Kokultivierung PHA-stimulierter allogener Zellen gezeigt werden, dass 
hMSCs eine immunsuppressive Wirkung haben (Pierdomenico et al. 2005). Darüber hinaus 
zeigen hMSCs eine hohe Proliferationskapazität, mit allerdings hoher altersabhängiger 
Variabilität und Unterschieden je nach Herkunft derhMSCs (Mareschi et al. 2005, 
Pierdomenico et al. 2005). Aufgrund fehlender Spezifität ist eine Identifizierung 
mesenchymaler Stammzellen anhand der immunsupprimierend n Eigenschaft oder der 
Proliferationskinetik in vitro und in vivo allerdings nicht möglich. 
Eine weitere unspezifische Methode ist der zytochemische positive Nachweis von acid alpha 
naphtyl acetate esterase (ANAE), Glykogen, Stammzellfaktor (SCF), Interleukin 6 oder TNF-
α im Überstand (Wang et al. 2005) sowie der negative Befund bei acid phosphatase (ACP) 
oder der Sudan black Reaktion (Guo et al. 2001).  
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Monoklonale Antikörper zur Identifizierung osteogen differenzierender Zellen (AML-3, SB-
10, SB-20) (Devlin et al. 2002) sind äußerst kostenint siv und bieten keinen sicheren 
Nachweis unerwünscht in andere Richtungen differenzierender Zellen. Auch spendereigene 
Zellen können durch sie nicht von transplantierten Stammzellen unterschieden werden.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass keine der oben beschriebenen Methoden alleine 
dazu geeignet ist, mesenchymale Stammzellen zu identif zieren. Als Goldstandard für die in 
vitro Charakterisierung von mesenchymalen Stammzellen gilt heute in der Literatur die 
Kombination von Oberflächenmarkern mit dem Nachweis d r Differenzierungsfähigkeit. Für 
die in vivo Anwendung sind diese Methoden allerdings aus oben genannten Gründen nicht 
geeignet, so dass die zuvor in vitro charakterisierten hMSCs zunächst markiert werden 
müssen, um deren Verbleib weiter verfolgen zu können. Eine Möglichkeit ist die genetische 
Markierung dieser Zellen. Hierbei muss der Marker jedoch mehrere Kriterien erfüllen: 
1. einfach zu detektieren sein 
2. über längere Zeit stabil exprimiert werden 
3. durch die Zellteilung nicht verdünnt werden 
4. in unmarkierten Zellen nicht vorhanden sein 
5. keinen Einfluss auf die Zellaktivitäten haben (Xia et al. 2005, Xu et al. 2005) 
6. nach Differenzierung noch nachweisbar sein 
 
Eine Möglichkeit bietet die Markierung der Zellen mit dem lacZ-Gen, dessen Produkt die β-
Galaktosidase ist (Xu et al. 2005). Durch dieses Enzym erhalten die markierten Zellen die 
Fähigkeit ein farbloses Substrat X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl- β-D-Galaktosid) zu 
spalten und dadurch das tiefblaue Produkt 5-Brom-4-Chlor-Indigo zu bilden (Kabisch 2001). 
Für die Detektierung der β-Gal-Expression ist jedoch eine vorhergehende Fixierung und 
Färbung notwendig. Eine Färbung in lebenden Zellen kann nicht durchgeführt werden. 
Eine Alternative bietet die genetische Markierung von Zellen mit Genen für 
biolumineszierende Enzyme wie Luziferase. Luziferas, zuerst nachgewiesen in Organismen 
wie Renilla und Glühwürmchen, ist in der Lage in Anwesenheit des Substrates Luziferin und 
Sauerstoff Photonen zu emittieren (Negrin et al. 2006, Greer III et al. 2002). Der Nachweis 
Luziferase-exprimierender und damit leuchtender Zellen kann in vivo nach Injektion des 
Substrates mit hochsensitiven CCD-Kameras erfolgen (Co tag et al. 2002, Negrin et al. 
2006). Luziferase bietet somit eine nichtinvasive Mthode der Detektion markierter Zellen in 
intakten, lebenden Zellen oder Organismen (Contag et l. 2002), ohne eine externe 
Lichtquelle zur Lumineszenzanregung zu benötigen (Contag et al. 2002). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde enhanced green fluorescent protein (eGFP) als genetischer 
Zellmarker verwendet. Der Wildtyp des Proteins wurde ursprünglich aus der Qualle Aequorea 
Victoria gewonnen, kommt jedoch auch in verschiedenn Coelenteraten vor (u.a. Obelia, 
Renilla, Phialidium) (Tsien 1998). Am Biolumineszenprozess der Qualle Aequoria Victoria 
sind zwei verschiedene Proteine beteiligt, GFP und Aequorin. Aequorin ist ein Komplex, der 
aus dem Apoprotein Coelenterazin und Sauerstoff besteht. Es kann durch Calciumionen 
aktiviert werden, dabei wird Coelenterazin zu Coelenteramid oxidiert. Bei der Rückkehr in 
den Grundzustand wird blaues Licht emittiert, oder, in Kombination mit GFP, grüne 
Fluoreszenz (Castro et al. 1998). Erst später wurde festgestellt, dass GFP auch ohne weitere 
Hilfsstoffe mit blauem Licht (395 nm, 475 nm) zur grünen Fluoreszenzemission (510 nm) 
angeregt werden kann (Reichel et al. 1996). Durch seine äußerst kompakte Tertiärstruktur 
besitzt GFP eine hohe Stabilität gegenüber den unterschi dlichsten chemischen und 
physikalischen Einflüssen (Jatsch 2001). Das Protein li gt in einer Fassstruktur vor, 11 β-
Stränge sind um einen Molekülkern, bestehend aus einerα-Helix die das Chromophor trägt, 
angeordnet (Tsien 1998, Lippincott-Schwartz et al. 2003).  
 
Abbildung 18: Tertiärstruktur des GFP (Yang et al. 1996) 
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Das Chromophor besteht aus 4-p-hydroxy-benzylidenimidazolin-5 und ist ausschlaggebend 
für die Fluoreszenz (Tsien 1998). 
 
Abbildung 19: Chemische Struktur des Chromophor (Lippincott-Schwartz et al. 2003) 
 
 
Im letzten Schritt der Chromophorherstellung entsteht Wasserstoffperoxyd, ein starkes 
Zellgift (Tsien 1998), weshalb GFP in sehr hohen Dosen zelltoxisch ist, in vielen klinischen 
Versuchen mit GFP wurde jedoch keine Toxizität nachgewiesen. GFP kann sowohl als 
Monomer, als auch als Dimer vorliegen (Tsien 1998). Aufgrund von unterschiedlichen 
Komponenten im Chromophor können sieben Klassen unterschieden werden, jedoch sind 
zahlreiche Mutationen bekannt. 
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Tabelle 9: GFP-Klassen in Abhängigkeit unterschiedlicher Chromophor-Komponenten 
(Tsien 1998) 
 
GFP-Klasse Chromophor 
Klasse 1 Wild-type mixture (neutrales Phenol und 
anionisches Phenolat) 
Klasse 2 Phenolat-Anion (eGFP) 
Klasse 3 Neutrales Phenol 
Klasse 4 Phenolat-Anion mit π-Elektronensystem 
(gelb fluoreszierende Proteine) 
Klasse 5 Indol (cyan fluoreszierende Proteine) 
Klasse 6 Imidazol (blau fluoreszierende Proteine) 
Klasse 7 Phenyl  
 
Für seine Biosynthese benötigt GFP keine speziesspezifi chen Substrate, weshalb es in den 
verschiedensten heterologen Systemen exprimierbar ist (Jatsch 2001). Die Detektion ist 
denkbar einfach, ohne vorherige Fixierung der Zellen oder Substratzugabe (Reichel et al. 
1996, Jatsch 2001). Da eGFP viele Vorteile in sich vereint, scheint es, innerhalb einer 
nichttoxischen Dosierung, der ideale Marker zur genetischen Markierung von hMSC zur 
Besiedelung einer Leitschiene zu sein. Durch die in dieser Arbeit etablierte Methode der 
genetischen Markierung humaner mesenchymaler Stammzellen hat man erstmals die 
Möglichkeit diese Zellen sowohl in vitro auch in vivo weiter zu verfolgen. Mit diesen Zellen 
kann nicht nur der Verbleib der hMSC in tissue-engineerten Konstrukten und im gesamten 
Organismus untersucht werden, sondern auch deren pot tielle Beteiligung am 
Knochenaufbau nach Differenzierung geklärt werden.   
 
4.2 Diskussion der verwendeten Zellen 
 
hMSC werden zumeist aus dem Knochenmark des Beckenkamms gewonnen (Xu et al. 2005, 
Guo et al. 2001, Pittenger et al. 1999, Yoo et al. 1998, Lee et al. 2003). Da jedoch eine 
Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur Verfügung steht und sich noch kein standardisiertes 
Verfahren durchgesetzt hat, ist es oftmals schwierig die Ergebnisse unterschiedlicher 
Forschungsgruppen zu vergleichen (Pautke 2004, Stengele 2004). Das Knochenmark des 
Beckenkamms wird zumeist mittels Punktion und Aspiration von ungefähr 10 ml in eine 
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heparinbenetzte Spritze gewonnen. Das Punktat enthält ein heterogenes Zellgemisch, 
bestehend aus Fibroblasten, hMSC, Osteoblasten, Endothelzellen und Erythrozyten (Pautke 
2004). Anschließend werden die aspirierten Zellen entw der direkt, nach 
Dichtegradientenfraktionierung (ca. 6 min. bei 600 g) oder Percoll-Gradienten-Zentrifugation 
(Lee et al. 2003) in geeignetem Medium mit einem Zusatz von fetalem bovinen Serum (FBS) 
kultiviert (Pittenger et al. 1999, Yoo et al. 1998, Lee et al. 2003). Teilweise wird vorher noch 
eine Lyse der Erythrozyten durchgeführt (Lee et al. 2003). Durch Mediumwechsel werden 
während der Kultivierung  hämatopoetische Stammzellen und andere nicht adhärente Zellen 
entfernt (Pittenger et al. 1999). Die adhärenten hMSC können aufgrund ihrer Morphologie 
oder Oberflächenmarker identifiziert und selektioniert werden (Pittenger et al. 1999). Obwohl 
berichtet wurde, dass sich kein Unterschied im Differenzierungspotential der hMSC ergibt, je 
nachdem ob sie durch Percoll-Gradienten-Zentrifugation oder alleinige Zentrifugation für 6 
min. bei 600 g gewonnen wurden (Lee et al. 2003), steht doch ein endgültiger Beweis der 
Vergleichbarkeit unterschiedlich gewonnener Zellen noch aus. Es scheint durchaus Hinweise 
darauf zu geben, dass hMSC des Knochenmarks sowohl heterogen in der Größe als auch im 
Stadium der Differenzierung sind (Lee et al. 2003) und damit durch minimale Abweichungen 
in der Zentrifugation unterschiedliche Zellen erhalten werden. Daher wurden bei der 
vorliegenden Arbeit kommerziell erworbene hMSC verwndet, die durch ein etabliertes und 
standardisiertes Verfahren einen hohen Anteil an hMSC enthalten. Die hMSC der Firma 
Cambrex werden durch Duchflusszytometrie positiv für CD105, CD166, CD29, CD44 und 
negativ für CD14, CD34 sowie CD45 getestet. Außerdem wird die osteogene, adipogene und 
chondrogene Differenzierung nachgewiesen. 
 
4.3 Diskussion der verwendeten Leitschiene 
 
 
Für das Tissue Engineering von Knochenersatz ist die Struktur der verwendeten Leitschiene 
essentiell. Das ideale Material sollte in Struktur und Form dem zu ersetzenden Knochen 
angepasst sein, mechanisch auf Druck-, Biege- und Scherkräfte belastbar und durch 
Zellbesiedelung und langsame Degradation, mit letztlich möglichst vollständiger Resorption,  
in die Knochen- und Weichteilumgebung gut integrierbar sein (Skodacek 2005, Vunjak-
Novakovic et al. 2005). Des Weiteren sollte das Materi l möglichst selbst osteoinduktive 
Eigenschaften besitzen (Arinzeh et al. 2005), keine Immun- oder Entzündungsreaktion 
auslösen (Mastrogiacomo et al. 2005) sowie durchlässig für vaskuläre Invasion sein 
(Mastrogiacomo et al. 2005). Eine Möglichkeit zur Erstellung der optimalen, dem jeweiligen 
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Defekt entsprechenden Form, bietet das Rapid-Prototyping-Verfahren, bei dem aus 
Schichtaufnahmen des Defekts durch ein Bildverarbeitungsprogramm am Computer ein 
dreidimensionales Modell generiert wird (CAD-Daten). Das Programm zerlegt für den 
Produktionsprozess die dreidimensionalen geometrischen Daten wieder in dünne Schichten, 
aus denen anschließend das individuell maßgeschneiderte Modell Schicht für Schicht 
aufgebaut werden kann (Zeilhofer 2005). Dieses Verfahren stellt jedoch hohe Anforderungen 
an die Materialeigenschaften.  
Am häufigsten verwendet werden derzeit Kalziumphospatkeramiken, mit der Grundsubstanz 
Hydroxylapatit (Arinzeh et al. 2005, Mastrogiacomo et al. 2005, Chowdhury et al. 2005, 
Chen et al. 2005), einer anorganischen Komplexverbindung, in der ein Ca2+-Ion von drei 
neutralen tertiären Calciumphosphatmolekülen umgeben ist. Die Substanz bildet ein 
hexagonales Kristallgitter und ist ein Hauptbestandeil von Knochen und Zähnen 
(Pschyrembel, 1998). Hydroxylapatit löst weder Immun- noch Entzündungsreaktionen aus, 
wird jedoch innerhalb von fünf Jahren nicht resorbie t (Mastrogiacomo et al. 2005). 
Hydroxylapatit wird oft in Kombination mit beta-Tricalciumphosphat angewendet (Arinzeh et 
al. 2005, Mastrogiacomo et al. 2005, Chowdhury et al. 2005), einem Calcium- und 
Phosphatdonor, der zu 100% abbaubar ist (Arinzeh et al. 2005). Auch eine Kombination mit 
Titan, zur Erhöhung der Stabilität, ist möglich (Chen et al. 2005). 
Eine Alternative zu Kalziumphosphatkeramiken stellen synthetische Polymere dar. 
Polylactide (PLA) wie Poly(epsilon-caprolactone) (PCL), Polyglykolsäuren (PGA) wie 
poly(ethylene-glycol) (PEG) oder deren Kombination als Copolymer Poly-D,L-lactid-Co-
glycolid (PLGA) sind Gegenstand aktueller Studien (Huang et al. 2004, Wang et al. 2003).  
Um die Vorteile hoher Stabilität und Osteoinduktivität mit dem Vorteil vollständiger 
biologischer Abbaubarkeit zu verbinden, und den Nachteil hoher Brüchigkeit und 
eingeschränkter Formbarkeit reiner Kalziumphosphatker miken zu überwinden (Kim et al. 
2006) wurden Kombinationsmaterialien aus synthetischen Polymeren mit 
Kalziumphosphatkeramiken hergestellt (Wang et al. 2001, Kim et al. 2006, Zhao et al. 2006).  
Natürliche Polymere, unter anderem Kollagen I, das am häufigsten vorkommende Protein der 
extrazellulären Knochenmatrix, zeigt alleine kaum oste induktive Eigenschaften, in 
Kombination mit Hydroxylapatit erscheinen sie jedoch ebenfalls als Leitschienenmaterial 
geeignet zu sein. (Parikh 2002, Stengele 2004) 
Neue Ansätze zeigen viel versprechende Ergebnisse bei der Verwendung hoch poröser 
Seidenfilme (Vunjak-Novakovic et al. 2005, Meinel et al. 2005), müssen jedoch noch weiter 
evaluiert werden.  
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Spezielle Beschichtung der einzelnen Materialien, zum Beispiel mit Fibrinkleber (Le 
Nihouannen et al. 2005), kann hierbei zu einer Verbesserung der Zelladhäsion oder 
osteoinduktiven Eigenschaften führen. 
Zum heutigen Zeitpunkt ist noch kein Material bekannt, das alle Vorteile in sich vereint. 
Daher wurde bei der vorliegenden Arbeit lösungsmittelkonservierte und γ-Strahlen-
sterilisierte bovine Spongiosa (Tutobone, Tutogen mdical) verwendet. Die bovine Spongiosa 
ist in ihrer Struktur der menschlichen sehr ähnlich und ist als Knochenersatzmaterial bereits 
zur klinischen Anwendung zugelassen (Stengele 2004). Die verwendete bovine Spongiosa ist 
frei von bovinen Zellen und besteht aus mineralisierter Knochenmatrix. Ein wesentlicher 
Schritt zur Herstellung tissue-engineerter Gewebe besteht in der Vitalisierung der avitalen 
Gewebematrix. Hierfür haben wir die Spongiosa mit humanen mesenchymalen Stammzellen 
besiedelt.  
 
4.4 Diskussion der Ergebnisse 
 
Als Vehikel für den Gentransfer in mesenchymale Stammzellen wurden in dieser Studie 
Lentiviren verwendet, welche eine sehr hohe Transduktionseffizienz in diesen Zellen zeigten. 
Bereits 24 Stunden nach der lentiviralen Transduktion von hMSCs zeigte sich 
fluoreszenzmikroskopisch eine deutliche eGFP-Expression. Diese war lang anhaltend und 
stabil über den beobachteten Zeitraum von 4 Wochen. Auch einen Monat nach Transduktion 
und Expression von eGFP konnten die Zellen osteogen, chondrogen und adipogen 
differenziert werden, womit gezeigt werden konnte, dass der Stammzellcharakter auch nach 
lentiviraler Transduktion und Expression von eGFP erhalten bleibt. Mithilfe der Blasticidin-
Selektion exprimierten mehr als 97% der mesenchymalen Stammzellen dauerhaft eGFP. 
Hieraus ergibt sich in Zukuft ein enormes Potential der genetisch markierten hMSCs für die in 
vivo Anwendung. Durch die Verwendung dieser Zellen wird es erstmals möglich, den 
Verbleib der Zellen nach der Besiedelung von Leitschienen im lebenden Tiermodell zu 
verfolgen. Für die Anwendung am Menschen werden aber weiterhin biotechnologische 
Bedenken bestehen bleiben.  
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5 Zusammenfassung 
 
Humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs), die undifferenzierten Vorläuferzellen 
mesenchymaler Gewebe wie Knochen, Knorpel, Fett und Muskel, versprechen ein hohes 
Potential zur Therapie vieler Erkrankungen. Im Rahmen des Tissue Engineering werden 
hMSC stimuliert und zur Differenzierung angeregt, so dass in vitro und in vivo die 
Ausbildung differenzierter mesenchymaler Gewebe zumKnorpel-, Knochen oder 
Muskelersatz möglich ist. Gerade in der Therapie ausgedehnter Knochendefekte bieten mit 
hMSC besiedelte, in den Defekt transplantierte Leitschienen eine bemerkenswerte Alternative 
zu autologen Knochentransplantaten. Eine Möglichkeit, d n Verbleib der transplantierten 
Stammzellen nachzuweisen, den Überlebenszeitraum zu bestimmen, sowie eine unerwünschte 
Migration in andere Organe auszuschließen, bietet die genetische Markierung der hMSC. 
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit hMSCs mit Enhanced Green Fluorescent Protein 
(eGFP) markiert, einem unter blauem Licht grün fluoreszierenden, nicht humanen Protein. 
eGFP erfüllt alle Kriterien eines idealen Zellmarkers, es ist einfach zu detektieren, in nicht 
markierten humanen Zellen nicht vorhanden, kann über längere Zeit stabil exprimiert werden 
und nimmt keinen Einfluss auf die physiologischen Zllaktivitäten. eGFP wurde mittels eines 
lentiviralen Vektors, einem Virus aus der Gruppe der R troviren, in die humanen 
mesenchymalen Stammzellen transferiert. Lentivirale Markierung bietet den Vorteil einer 
lang anhaltenden, stabilen Expression des transduzierten Proteins. Des Weiteren sind 
Lentiviren, im Gegensatz zu den häufig verwendeten Adenoviren, nicht immunogen. Anhand 
der im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellten Lentiviren konnten hMSCs effektiv mit 
eGFP transduziert und anschließend Spongiosa-Leitschienen mit den markierten Stammzellen 
besiedelt werden. Hierdurch wurde eine einfache und kostengünstige Beobachtung der auf der 
Leitschiene angesiedelten hMSC sowohl in vitro als auch in vivo möglich. 
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6 Anhang 
 
6.1 Zusammensetzung der Puffer 
 
P1:   50 mM Tris-Cl ph 8,0 
   10 mM EDTA 
   100 µg/ml Rnase A 
 
P2:   200 mM NaOH  
1% SDS 
 
P3:   3,0 M Potassiumazetat 
   ph 5,5 
 
QBT:   750 mM NaCl 
   50 mM MOPS ph 7,0 
   15 % Isopropanol 
   0,15 % Triton X-100 
 
QC:    1,0 M NaCl 
   50 mM MOPS ph 7,0 
   15 % Isopropanol 
 
QF:   1,25 M NaCl 
   50 mM TrisCl ph 8,5 
   15 % Isopropanol 
 
TE:   10 mM TrisCl ph 8,0 
   1 mM EDTA 
 
QG:   Firma Quiagen, genaue Zusammensetzung vertraulich 
 
PE:   Firma Quiagen, genaue Zusammensetzung vertraulich 
 
Restriktionspuffer B:  10 mM TrisHCl 
   5 mM MgCl2 
   100 mM NaCl 
   1 mM 2-Mercaptoethanol 
   ph 8,0 
 
TAE 50x (1l):  242 g Trisbase 
   57,1 ml Eisessig 
   0,5 M EDTA 100 ml (ph 8,0) 
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6.2 Zusammensetzung der Nährmedien 
 
SOC:   0,5 % Hefeextrakt 
   2,0 % Trypton 
   10 mM NaCl 
   2,5 mM KCl 
   10 mM MgSO4 
   20 mM Glukose 
 
DYT (1l):  16 g Trypton 
   10 g Hefeextrakt 
   5 g NaCl 
   (15 g Agar) 
   ph 7,0 (NaOH) 
 
LB (1l):  10 g Trypton 
   5 g Hefeextrakt 
   10 g NaCl 
   15 g Agar 
   ph 7,0 
 
SOC (1l):  20 g Trypton 
   5 g Hefeextrakt 
   0,5 g NaCl 
   250 mM KCl 10 ml 
   ph 7,0 
   1 M Glucose 
   vor Gebrauch 2 M MgCl2 
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